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1x30    protocolo de administración de 1        inyección i.p. de 30mg/Kg de salino o     metanfetamina  
3‐NT    3‐nitrotirosina 
3x5    protocolo de administración de 3        inyecciones i.p. de 5mg/Kg de salino o     metanfetamina ,separadas por 3 h 
3x10    protocolo de administración de 3        Inyecciones i.p. de 10mg/Kg de        metanfetamina, separadas por 3 h 
5‐HIAA  ácido 5‐hidroxiindol acético 
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RESUMEN 
Foto de la página anterior: Cuerpo celular de una neurona dopaminérgica y fibras dopaminérgicas teñidas mediante 
inmunohistoquímica para TH (marrón) entre núcleos de otras células teñidos con Nissl con cresil violeta (violeta) 
en la SNpc de un ratón 1d después de ser tratado con salino (3x5). 
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 La  metanfetamina  es  un  psicoestimulante  muy  adictivo  y  la  segunda  droga  de  abuso  más 
consumida  a  nivel mundial,  sólo  superada  por  el  cannabis.  Estudios  epidemiológicos  recientes  han 
demostrado  que  el  consumo  de metanfetamina  aumenta  el  riesgo  de  desarrollar  enfermedad  de 
Parkinson,  lo que está de acuerdo  con estudios en animales de experimentación que muestran que 
esta droga produce neurotoxicidad sobre los terminales dopaminérgicos de la vía nigroestriatal, que se 
acompaña de gliosis. Los efectos neurotóxicos de la metanfetamina implican una liberación excesiva de 
dopamina, por lo que es probable que los receptores dopaminérgicos D1 y D2, los más abundantes en 
el  estriado,  estén  implicados  en  la  neurotoxicidad.  Algunos  estudios  farmacológicos  han mostrado 
previamente evidencias avalando esta idea, pero dado que los antagonistas farmacológicos existentes 
ejercen  sus  efectos  sobre  varios  subtipos  de  receptores  dopaminérgicos  a  la  vez,  aún  no  se  ha 
determinado específicamente  la  implicación de  los  subtipos de  receptores dopaminérgicos D1 y D2. 
Además,  la metanfetamina  induce estrés oxidativo, que se correlaciona con  los efectos neurotóxicos 
de la droga sobre los terminales dopaminérgicos en el estriado. Por ello el factor de trascripción Nrf2, 
el  guardián  de  la  homeostasis  redox,  podría  tener  un  papel  importante  en  la  protección  contra  la 
neurotoxicidad de la metanfetamina. 
  En el presente trabajo, hemos examinado el efecto de la administración de dosis bajas repetidas 
(que modelizan el  consumo  tipo  compulsivo o  “binge”)  y de una única dosis  alta  (que modeliza un 
consumo esporádico de una dosis alta) en la vía dopaminérgica nigroestriatal de ratones WT (C57BL/6). 
Evaluamos  la  integridad  de  las  neuronas  presinápticas  en  estriado  y  SNpc,  y  de  las  neuronas 
postsinápticas en el estriado, a diferentes tiempos tras la administración de metanfetamina mediante 
inmunohistoquímica  para marcadores  dopaminérgicos,  tirosina  hidroxilasa  (TH)  y  transportador  de 
dopamina (DAT) y tinción de plata (técnica de Olmos). Además, queríamos conocer el curso temporal 
de  la  degeneración  en  estriado  y  SN,  y  si  los  efectos  neurotóxicos  en  la  vía  nigroestriatal  se 
correlacionaban  con  deficiencias  funcionales  de  tipo  motor,  para  lo  que  evaluamos  la  actividad 
locomotora  y  la  coordinación  motora  de  los  animales  a  diferentes  tiempos  tras  el  consumo  de 
metanfetamina. Para definir  el papel de  los  receptores dopaminérgicos D1  y D2,  administramos un 
régimen neurotóxico de metanfetamina a ratones knock‐out del receptor D1 (D1−/−) ó del D2 (D2−/−) y a 
ratones  WT  de  su  camada.  Finalmente,  evaluamos  el  papel  del  factor  de  trascripción  Nrf2  en  la 
neurotoxicidad de  la metanfetamina mediante  la administración de un  régimen neurotóxico de esta 
droga a ratones knock‐out de Nrf2 (Nrf2−/−). 
  La  administración  de  dosis  bajas  repetidas  de  metanfetamina  produce  más  pérdida  de 
terminales dopaminérgicos en el estriado que  la de una única dosis alta. Además, se pueden apreciar 
algunos  axones  degenerando  entre  el  estriado  y  la  SNpc.  Todos  los  protocolos  inducen  una 
degeneración  similar  de  neuronas  dopaminérgicas  en  la  SNpc,  evidenciada  por  la  presencia  de 
neuronas TH+ marcadas con plata. Estas neuronas mueren por necrosis o apoptosis. La metanfetamina 
también mata neuronas en el estriado. Empleando ratones transgénicos BAC D1‐Tmt/D2‐GFP, hemos 
observado que las neuronas que degeneran en el estriado se distribuyen por igual entre las neuronas 
de proyección de la vía directa, de la vía indirecta y el resto de las neuronas estriatales, probablemente 
interneuronas que  serían  especialmente  vulnerables  a  la metanfetamina.  Pese  a que  el  número de 
neuronas dopaminérgicas en la SNpc se mantiene reducido incluso a los 30 días del tratamiento con la 
droga, hay una recuperación parcial de terminales dopaminérgicos del estriado a medida que pasa el 
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tiempo tras la administración de metanfetamina. La inactivación de los receptores dopaminérgicos D1 
ó D2 previene la pérdida de terminales dopaminérgicos, la hipertermia y los aumentos en gliosis y de 
iNOS  en  el  estriado.  Además,  la  inactivación  de  cualquiera  de  estos  receptores,  D1  ó  D2,  evita  la 
pérdida de neuronas dopaminérgicas en  la  SNpc. Para explorar  la  relación entre  la hipertermia  y  la 
neurotoxicidad inducidas por la metanfetamina, se les administró a los ratones D1−/− y D2−/− un régimen 
de dosis bajas  repetidas de metanfetamina  en una  sala  a  alta  temperatura  ambiente  (29‐30ºC).  En 
estas  condiciones,  los animales D1−/−  sí desarrollaron hipertermia  tras el  tratamiento  con  la droga y 
presentaron  la  misma  pérdida  de  terminales  dopaminérgicos  en  el  estriado  que  los  ratones  WT 
tratados  a  23ºC.  Sin  embargo,  los  animales  D2−/−  no  presentaron  hipertermia  inducida  por 
metanfetamina,  ni  tampoco  efectos  neurotóxicos,  ni  siquiera  en  estas  condiciones.  Aún  así,  estos 
efectos  neuroprotectores  no  pueden  explicarse  sólo  por  el  bloqueo  de  la  hipertermia,  ya  que  el 
pretratamiento con  reserpina, que vacía  las vesículas de dopamina  liberándola al citosol, bloquea  la 
hipertermia  en  todos  los  genotipos  (WT,  D1−/−,  D2−/−,  y  potencia  la  pérdida  de  terminales 
dopaminérgicos en el estriado en los ratones WT y D1−/−, pero no en los D2−/−. Además, la liberación de 
dopamina  estriatal  medida  por  voltametría  cíclica  en  presencia  de  metanfetamina  fue 
significativamente mayor en  los animales D1−/− que en  los WT, pero significativamente menor en  los 
animales D2−/−, lo que sugiere que los animales D1−/− tienen un mayor contenido de dopamina vesicular 
que  los WT, mientras que el de  los D2−/− es menor que el de  los WT. Por otra parte,  la  falta de Nrf2 
impide  la  activación  de  las  enzimas  antioxidantes  de  fase  2  y  aumenta  el  daño  a  los  terminales 
dopaminérgicos, la degeneración de neuronas, la gliosis y la expresión de TNF‐α e IL‐15 en el estriado, 
pero no en la SN. 
  Estos datos muestran evidencias sólidas de que la metanfetamina produce una pérdida de larga 
duración/degeneración  de  cuerpos  celulares  de  neuronas  dopaminérgicas  en  la  SNpc,  junto  con 
destrucción de terminales dopaminérgicas en el estriado. Tanto el receptor dopaminérgico D1 como el 
D2 están involucrados en los efectos neurotóxicos de la metanfetamina aunque de forma diferente. La 
protección conferida por la inactivación del receptor dopaminérgico D1 se debe en parte al bloqueo de 
la hipertermia inducida por la droga, pero también al menor contenido y reciclaje de dopamina y a la 
mayor acumulación de dopamina en vesículas que se da en los animales D1−/−. Sin embargo, el efecto 
neuroprotector de la inactivación del receptor D2 depende en parte de su efecto sobre la temperatura 
corporal, pero también del bloqueo de la recaptación de dopamina por la menor actividad del DAT que 
se da cuando el receptor D2 no está activo, que resulta en menores niveles de dopamina citosólica en 
los  animales  D2−/−.  Además  nuestros  resultados  conforman  que  el  estrés  oxidativo  favorece  la 
degeneración  de  terminales  en  el  estriado  y  que  el  factor  de  transcripción  Nrf2  tiene  un  papel 
importante en la protección frente a estrés oxidativo, la degeneración y la inflamación inducidos por la 
metanfetamina en el estriado.  
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Foto de la página anterior: Neurona estriatal que expresa TH (marrón) teñida mediante inmunohistoquímica en el 
estriado de un ratón tratado con metanfetamina (3x5) que sufre una gran pérdida de terminales dopaminérgicos a 
los 3 días del tratamiento. 
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ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL 
  Aspectos generales sobre la metanfetamina 
  La  metanfetamina  es  un  potente  psicoestimulante,  perteneciente  al  grupo  de  las  llamadas 
drogas de síntesis o de diseño, usada en todo el mundo como droga de abuso o recreativa. Esta droga 
tiene un alto potencial de adicción y su abuso puede producir dependencia psicológica y física. Por ello, 
está  clasificada dentro de  la  Lista  II del Convenio  sobre Sustancias Psicotrópicas. Otros  fármacos de 
esta  categoría  son  la  cocaína  y  la  fenciclidina  (también  conocido  como  polvo  de  ángel  o  PCP).  La 
simplicidad de su síntesis, generalmente por reducción de la efedrina o pseudoefedrina, parece haber 
contribuido a su popularidad, y es que ha reemplazado a la cocaína, a la heroína y a la marihuana como 
droga recreativa de elección en muchos países. También se utiliza para perder peso y para mejorar el 
estado  de  alerta,  la  concentración,  la motivación  y  la  claridad mental  durante  largos  periodos  de 
tiempo. 
  Estructura química 
  La metanfetamina  (N‐metil‐1‐fenilpropan‐2‐amina),  está  relacionada  estructuralmente  con  los 
neurotransmisores  dopamina  y  feniletilamina  y  con  otros  psicoestimulantes  del  grupo  de  las 
anfetaminas (Figura 1). Existen bastantes derivados anfetamínicos, que reflejan las muchas variaciones 
químicas que se pueden hacer sobre la base de la sustancia natural feniletilamina. La anfetamina tiene 
un  grupo metilo  adicional  (‐CH3)  y  la  adición  de  un  segundo  grupo metilo  en  el  nitrógeno  básico 
conduce a la metanfetamina. La 3,4‐metilendioximetanfetamina (MDMA), más comúnmente conocida 
como  "éxtasis",  y  la metilendioxianfetamina  (MDA),  también  conocida  como  la  “droga del  amor” o 
“Eva” sólo se diferencian de  la metanfetamina en  los radicales sobre el anillo de benceno  (Figura 1). 
Otro compuesto de origen natural, la catinona, es químicamente similar a la efedrina y el componente 
principal del khat, abundante en el este de África y en la Península Arábiga. Como la mayoría de estos 
compuestos,  la metanfetamina contiene un átomo de carbono quiral, y por  lo tanto existe como dos 
isómeros ópticos: la l‐metanfetamina (levometanfetamina), que no tiene actividad estimulante, y la d‐
metanfetamina  (dextrometanfetamina),  que  es  biológicamente  activa  y  tiene  actividad 
psicoestimulante (Figura 1).  
  Historia  
  La metanfetamina fue sintetizada por primera vez en Japón en 1893, a partir de la efedrina, por 
el  químico Nagai Nagayoshi.  Es  un  polvo  cristalino  cuyos  efectos  estimulantes  son mayores  y más 
duraderos que  los de otras  anfetaminas  (o  fenilisopropilaminas).  Las  investigaciones  farmacológicas 
preliminares  se  centraron  en  sus  efectos  periféricos  y  demostraron  que  se  trataba  de  una  amina 
simpaticomimética  con  propiedades  broncodilatadoras.  Se  fabricó  en  Japón  en  la  década  de  1920 
como un estimulante y como complemento para dietas. A partir de 1935 se empezó a usar para tratar 
la narcolepsia por su efecto estimulante, y fue en el año 1937 cuando la American Medical Association 
la aprobó para su uso en dicho trastorno. En 1938, la metanfetamina se introdujo en el mercado bajo 
el nombre comercial de Methedrina®. Fue muy consumida por los ejércitos durante la Segunda Guerra 
Mundial para eliminar la fatiga y mantener la resistencia física de los combatientes. Se distribuyó a las 
fuerzas de élite y personal de  tanques y aeronaves. En 1941,  los dirigentes nazis prohibieron su uso 
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Figura  1.  Estructura  química  de  la 
dopamina,  la metanfetamina  y  de 
otros  derivados  anfetamínicos. 
Todos estos compuestos comparten 
una estructura química similar y por 
ello  tienen  efecto  sobre  el  sistema 
dopaminérgico. (Modificado de Ares
‐Santos et al. 2013a).  
debido  a  los  incidentes  de  psicosis  y  de  muerte  por  agotamiento.  Pilotos  japoneses  en misiones 
kamikazes  tomaban metanfetamina antes de  sus vuelos  suicidas,  lo que concuerda con el hecho de 
que  la  metanfetamina  estimula  los  comportamientos  agresivos,  aumenta  la  autoconfianza  y  el 
comportamiento paranoide y produce una tendencia a perder las emociones humanas más básicas de 
compasión y piedad. En 1944, la Food and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos aprobó el uso 
de  la  metanfetamina  en  el  tratamiento  de  la  narcolepsia,  la  depresión  leve,  el  parkinsonismo 
postencefalítico, el alcoholismo crónico,  la arteriosclerosis cerebral,  la  fiebre del heno y  la obesidad. 
Estas  indicaciones de uso de metanfetamina  fueron  incluidas en  la edición 1954 de  Farmacología  y 
Terapéutica. En  los años 1950 y 1960, se creía todavía que el consumo de metanfetamina tenía muy 
pocas  consecuencias  negativas.  Se  manufacturaba  y  comercializaba  en  Estados  Unidos  como 
Methedrina,  vendiéndose  a  las amas de  casa  como un antídoto para  la depresión  y el aumento de 
peso, a los camioneros para ayudarles a conducir más tiempo sin dormir, y a estudiantes y atletas para 
mejorar  el  rendimiento  físico  e  intelectual.  Esta  dispensación  indiscriminada  de metanfetamina,  así 
como  la percepción pública de que se  trataba de un medicamento seguro,  llevó a un uso  recreativo 
masivo de metanfetamina durante  los  años  80 del  siglo pasado  en  Estados Unidos, que  resultó  en 
abuso y adicción (Ares‐Santos et al. 2013a).  
  Uso médico  
  Actualmente,  las  indicaciones  médicas  aceptadas  para  el  uso  de  metanfetamina  son  muy 
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limitadas, debido a su alto potencial de adicción y toxicidad. Por tal razón está incluida en la lista II de 
sustancias  psicotrópicas,  aunque  las  dosis  empleadas  en  usos médicos  son más  bajas  que  las  que 
utilizan quienes  la consumen como droga de abuso. Sólo en algunos países como Australia o Estados 
Unidos  se mantienen  aprobadas  algunas  indicaciones  para  el  uso médico  de  la metanfetamina:  el 
trastorno  por  déficit  de  atención  con  hiperactividad  (TDAH),  el  tratamiento  a  corto  plazo  de  la 
obesidad exógena, y  la narcolepsia (Hart et al. 2012). Se comercializa bajo  los nombres de Desoxyn®, 
Metedrina®, Desoxiefedrina®, Pervitin®, Anadrex®, Metilanfetamina® y Syndrox®. 
  Epidemiología  
  El  uso  indebido  de  estimulantes  de  tipo  anfetamínico  (ATS)  (metanfetamina,  anfetamina, 
metcatinona y éxtasis) y la metanfetamina, en particular, se reconoce cada vez más como un problema 
de salud global. El último  Informe Mundial sobre  las Drogas de  la Oficina de Drogas y Crimen de  las 
Naciones Unidas (UNODC) sugiere que la prevalencia mundial del uso de los ATS sólo es superada por 
la del cannabis (UNODC, 2013).  
  Dentro de  los ATS,  las anfetaminas  (metanfetamina, anfetamina y metcatinona) siguen siendo 
los más destacados, habiendo sido consumidos por 33,8 millones de personas en 2010, lo que equivale 
a una prevalencia de 0,7% de la población mundial de 15‐64 años (Figura 2). El uso de ATS (excluyendo 
el éxtasis) sigue siendo generalizado a nivel mundial, y parece  ir en aumento; de momento continúa 
siendo  el  segundo  tipo  de  droga  más  consumida  en  el  mundo,  sólo  por  detrás  del  cannabis  y 
superando al número total de usuarios de cocaína (UNODC, 2013).  
  Si  bien  las  estimaciones  de  prevalencia  no  están  disponibles  en  Asia  y  África,  los  expertos 
mantienen que se perciben aumentos en el uso de ATS. Aunque el uso de ATS ya era un problema en el 
Figura 2. Prevalencia del consumo de estimulantes tipo anfetamina (excluyendo el “éxtasis”) en 2011, según las 
estimaciones de la UNODC basadas en datos del cuestionario para los informes anuales y otras fuentes oficiales 
(UNODC, 2013). 
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este y el sudeste de Asia, se ha  informado de una creciente desviación de precursores químicos y de 
aumentos en  las  incautaciones y  la  fabricación de metanfetamina,  junto con un aumento de  su uso 
(UNODC, 2013). Los mayores niveles de consumo de ATS se presentan en Oceanía (2,1% de prevalencia 
en Australia  y Nueva  Zelanda), América Central  y del Norte  (1,3%)  y África  (0,9%), mientras que  la 
prevalencia anual estimada en Asia (0,7%) es comparable con el promedio global.  
  En  Europa,  unos  13  millones  de  individuos  han  probado  los  ATS  y  unos  2‐3  millones  los 
consumieron  durante  el  último  año,  lo  que  supone  una  prevalencia  del  0,5‐1,3%  (UNODC,  2013; 
Observatorio Europeo de las Drogas y Toxicomanías, 2013). Aunque la disponibilidad de anfetamina es 
mayor que  la de metanfetamina, cuyo consumo ha estado históricamente  restringido a  la República 
Checa y, en épocas más recientes a Eslovaquia, datos recientes indican un aumento de la disponibilidad 
de metanfetamina, que en determinados mercados está desplazando a  la anfetamina  (Observatorio 
Europeo de las Drogas y Toxicomanías, 2013).  
  Formas de presentación, administración y patrón de consumo 
  La  metanfetamina  se  presenta  de  varias  formas  (Figura  4).  La  sal  de  clorhidrato  de 
metanfetamina  es  un  polvo  blanco,  cristalino,  amargo  e  inodoro,  soluble  en  agua  y  fuertemente 
higroscópico (absorbe agua rápidamente). Los nombres con los que comúnmente se le denomina en la 
calle  son “Speed”, “Meth” o “tiza”, que  se  refieren a  la  sal, mientras que “cristal",  "crystal meth", y 
"ice", se refieren a  la metanfetamina cristalina, una forma más pura que el polvo. La metanfetamina 
también  se  conoce  por  una  variedad  de  otros  nombres,  incluyendo  “shabu”,  “batu”,  “d‐
metanfetamina”, “tina”, y “vidrio”. La metanfetamina como base libre es oleosa y es poco común en la 
calle.  La  que  se  vende  en  el  mercado  negro  está  adulterada  con  productos  como  cafeína, 
fenilpropanolamina o fenciclidina (también conocido como polvo de ángel o PCP), leche de magnesia o 
talco.  
  Puede  tomarse  por  vía  oral  (en  comprimidos  o  cápsulas  de  10  a  15mg),  por  inyección 
intravenosa, fumada, inhalada (en polvo), o mediante la inserción anal o vaginal de un supositorio. Las 
formulaciones  de metanfetamina  contienen  entre  5  y  90 mg.  Una  dosis  superior  a  90 mg  en  un 
consumidor sin tolerancia a esta droga podría ser letal. Después de su administración por cualquier vía 
se distribuye a  la mayoría de  los órganos,  incluyendo  los pulmones, el hígado y el estómago. Niveles 
Figura  3.  Datos  sobre  precio,  pureza,  incautaciones,  e  infracciones  relacionadas  con  la metanfetamina  en 
Europa. Fuente: Tomado de Informe Europeo sobre Drogas, Observatorio Europeo de las Drogas y Toxicomanías, 
2013). 
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moderados de la droga llegan al cerebro al atravesar la barrera hematoencefálica. También atraviesa la 
placenta y  se excreta en  la  leche materna. Se metaboliza en el hígado, y algunos de  los principales 
metabolitos son compuestos activos como la anfetamina, la 4‐hidroxianfetamina, y norefedrina (Lin et 
al.1997). Los niveles máximos de concentración de metabolitos de metanfetamina se dan entre 10 y 
24h después de su administración. Los efectos experimentados por el usuario duran unas 6‐8h, según 
la velocidad con  la que  la metanfetamina  llega a  la sangre, que depende de  la vía de administración. 
Por ejemplo, tras  la administración oral  la metanfetamina se absorbe fácilmente, dándose un pico de 
concentración de metanfetamina en sangre entre 3 y 6h después de la ingesta. Sin embargo, cuando la 
droga es  inyectada o  fumada  llega  inmediatamente  al  torrente  sanguíneo  y produce una  sensación 
intensa, conocida como “rush” en  inglés, que dura unos segundos y que  los consumidores describen 
como  extremadamente  placentera,  seguida  de  un  estado  de  euforia  que  se mantiene  hasta  12h. 
Cuanto más rápido llega a la sangre la droga, mayor es el "rush" y otros efectos experimentados por el 
usuario. Así,  la administración por vía nasal u oral produce  también una  sensación de euforia, pero 
menos intensa. 
  El  abuso  de  la  metanfetamina  tiene  dos  patrones  de  uso  diferentes.  El  primero,  que  se 
caracteriza por un uso de baja intensidad, no confiere la dependencia psicológica. El segundo, conocido 
como uso "binge", consiste en un consumo compulsivo (8‐10 veces al día) de dosis altas (300 mg‐1g), 
normalmente  por  inhalación  o  inyección,  a  diario  durante  un  período  de  3  a  10  días  consecutivos 
(Davidson et al. 2001; Konuma 1994; Kramer et al.1967). La frecuencia de dosificación depende de si la 
intención es permanecer despierto o alcanzar los efectos eufóricos o el “rush”. La vida media mínima 
de  la metanfetamina  es  5‐6  h,  pudiendo  llegar  hasta  34h  según  el  PH  urinario.  Los  consumidores 
Figura  4.Formas de presentación  de  la metanfetamina. A. En cristales. B En polvo. C. En comprimidos. D. En 
cápsulas. Tomado de Drug Enforcement Administration (A, B, C), y de National Anti Drug Strategy (D).  
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compulsivos  de  metanfetamina  (“speed  freaks”)  usan  intervalos  menores  entre  administraciones 
repetidas de la droga, por lo que se alcanzan de manera muy rápida concentraciones plasmáticas de la 
droga estables con pocas  fluctuaciones. Las dosis se  repiten cada 3‐8h para mantenerse despierto o 
cada 0,5 a 4h para volver a alcanzar el “rush”, dado que los efectos placenteros desaparecen antes de 
que la concentración en sangre se reduzca significativamente. La redosificación a menudo consiste en 
tomar la misma dosis de la droga; sin embargo, cuando una redosificación continúa más allá de 48h, las 
dosis tienden a aumentar para conseguir el mismo efecto debido a la tolerancia que produce (Elkashef 
et al. 2008). Las dosis consumidas habitualmente varían entre 50 y 500 mg (Cruickshank y Dyer, 2009). 
Una vez estabilizado el consumo, el abandono brusco de la droga produce el síndrome de abstinencia, 
entre  cuyos  síntomas  se  incluyen  disforia,  fatiga,  falta  de  energía mental,  alteraciones  del  sueño  y 
aumento del apetito (Davison et al. 2001; Newton et al. 2004). 
  Mecanismo de acción y efectos 
  Los  efectos  psicomotores  de  la  metanfetamina  se  deben  a  su  parecido  estructural  con  el 
neurotransmisor  dopamina  (Figura  1).  Las  neuronas  dopaminérgicas  forman  4  importantes  vías 
cerebrales:  la mesolímbica,  la mesocortical,  la  nigroestriatal  y  la  tuberoinfundibular  (Figura  5),  las 
cuales  influyen en  las respuestas emocionales y motivacionales, en el sistema de recompensa y en el 
control de la actividad motora (Wise, 2009). 
  En  condiciones  fisiológicas,  las  catecolaminas  (incluyendo  la  dopamina)  se  sintetizan  en  los 
terminales  presinápticos  y  se  encuentran  tanto  en  el  citoplasma  como  almacenadas  en  vesículas 
presinápticas.  En  respuesta  a  los  potenciales  de  acción  presinápticos,  se  liberan  por  exocitosis  al 
espacio  sináptico  y  actúan  en  los  receptores  postsinápticos  para  generar  un  potencial  de  acción 
postsináptico  (Seiden  et  al.  1993).  Las  monoaminas  liberadas  actúan  también  sobre  receptores 
presinápticos y/o se recaptan en  los terminales y en  las vesículas presinápticas mediante sistemas de 
transporte específicos (Venton et al. 2003).  
  Cuando  se  consume  metanfetamina,  ésta  puede  atravesar  fácilmente  la  barrera 
hematoencefálica  y  alcanzar  el  cerebro,  donde  no  puede  activar  directamente  los  receptores  de 
Figura 5. Esquema de las vías dopaminérgicas y sus funciones. (Modificado de The DB‐DRD4 Database Project y 
de Cell Biology Promotion ) 
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dopamina  sino  que  actúa  como  un  agonista  indirecto  de  los  receptores  de  dopamina.  La 
metanfetamina se introduce en los axones de las neuronas dopaminérgicas a través del transportador 
de dopamina  (DAT) y por difusión pasiva (Krasnova y Cadet 2009). Una vez dentro del axón altera el 
gradiente de protones de  las vesículas provocando una  liberación de dopamina desde  las vesículas al 
citoplasma  (Sulzer  y  Rayport,  1990).  La  metanfetamina  también  afecta  a  las  concentraciones 
citoplasmáticas  de  dopamina  porque  altera  la  función  del  transportador  vesicular  de monoaminas 
(VMAT‐2) (Brown et al. 2002) y bloquea la actividad de la monoamino oxidasa (MAO), que metaboliza 
la dopamina en el citoplasma, lo que favorece un aumento de su concentración (Kita et al. 2003; Schep 
et al. 2010). Tras este aumento de  la dopamina citoplasmática,  la  inversión de  la direccionalidad del 
DAT produce una liberación independiente del potencial de acción de dopamina a la sinapsis (Sulzer et 
al.  2005).  Este  hecho,  junto  con  la  disminución  de  la  recaptación  de  dopamina,  produce  una 
concentración  inusualmente elevada de dopamina en  la sinapsis  (Fleckenstein et al. 1997; Kita et al. 
2003; Krasnova  y Cadet 2009)  La metanfetamina  también  libera noradrenalina  y  serotonina por un 
mecanismo similar (Kita et al. 2003; Schep et al.2010) . 
  Como  consecuencia  de  este  aumento  de  la  liberación  de  monoaminas  en  varias  áreas  del 
cerebro,  la metanfetamina  produce  una  serie  de  efectos  psicológicos  agudos  (como  el  ya  descrito 
"rush")  que  duran  sólo  unos  minutos.  Después  de  este  corto  periodo,  pueden  aparecer  otras 
sensaciones y comportamientos, como un falso sentido de poder y confianza en uno mismo (delirios de 
grandeza), locuacidad, mal humor, irritabilidad, ansiedad, nerviosismo, agresividad y comportamiento 
violento.  El  consumo  de metanfetamina  tiene muchos  efectos  físicos  adversos  graves,  incluyendo 
hipertermia (que puede  llegar a ser  letal), aumento de  la presión arterial y de  la frecuencia cardíaca, 
Figura  6.  El  abuso  de  metanfetamina 
puede  producir  envejecimiento 
acelerado,  "boca  de  metanfetamina",  y 
"ácaros  de  metanfetamina".  A.  Aspecto 
físico de una mujer en varios momentos a 
lo  largo  de  10  años  de  abuso  de 
metanfetamina.  B.  Caso  de  "boca  de 
metanfetamina".  C.  Las  llagas  en  la  piel 
conocida  como  “ácaros  de 
metanfetamina”  producidos  por  los 
consumidores  al  rascarse  para  aliviar  el 
picor  y  la  sensación  de  tener  pequeños 
insectos  caminando  debajo  de  la  piel. 
(Tomado  de  Drug  Enforcement 
Administration,  (A); Wikimedia  Commons 
(foto  tomada  por  Dozenist)  (B);  y  de 
Photobucket (C).  
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midriasis  (dilatación  de  la  pupila),  verborrea,  rechinar  de  dientes  (trismus  y  bruxismo),  irritación 
gastrointestinal,  pérdida  del  apetito,  picazón,  ronchas  en  la  piel,  hiperactividad,  movimientos 
involuntarios  del  cuerpo,  daño  irreversible  de  los  vasos  sanguíneos  en  el  cerebro  que  resulta  en 
accidentes  cerebrovasculares,  arritmia,  taquicardia,  colapso  cardiovascular  e  incluso  muerte.  Los 
síntomas más comunes de abuso crónico de la metanfetamina incluyen el síndrome de la articulación 
temporomandibular, erosión dental y dolor miofacial, todas ellas manifestaciones de trismus agudo y 
bruxismo. Otros  síntomas  a  largo plazo  son  la pérdida de  apetito, pérdida de peso, envejecimiento 
acelerado, sangrado por la nariz, y "boca de metanfetamina", una enfermedad oral caracterizada por la 
erosión dental, caries extensas, desgaste y pérdida de dientes, placa y sarro (Figura 6) (Ares‐Santos et 
al. 2013a).  
  Neurotoxicidad inducida por la metanfetamina  
  La administración repetida de metanfetamina produce neurotoxicidad, tanto en humanos como 
en  animales  de  experimentación.  Esta  neurotoxicidad  afecta  principalmente  a  las  neuronas 
dopaminérgicas de  la vía nigroestriatal, como se ve  reflejado por  las  reducciones persistentes en  los 
niveles  de  dopamina,  sus metabolitos  ácido  3,4‐dihidroxifenilacético  (DOPAC)  y  ácido  homovanílico 
(HVA),  y  de marcadores  dopaminérgicos  como  la  tirosina  hidroxilasa  (TH),  enzima  limitante  de  la 
síntesis de dopamina, y el DAT en el estriado (Krasnova y Cadet 2009).  
    1.  Neurotoxicidad en humanos 
  En  consumidores  de metanfetamina,  estudios  de  tomografía  de  emisión  de  positrones  (PET) 
realizados después de un corto periodo de abstinencia, demuestran una reducción en la densidad del 
DAT del 26% en el núcleo caudado y del 21% en el putamen (Volkow et al. 2001a). Otros autores han 
descrito  pérdidas  similares  de  DAT  incluso  3  años  después  de  haber  dejado  de  consumir 
metanfetamina  (Figura  7)  (McCann  et  al.  1998).  Los  estudios  postmortem  realizados  en  el  tejido 
estriatal  de  consumidores  crónicos  de metanfetamina, muestran  una  reducción  significativa  de  los 
niveles de dopamina concomitantes con pérdida de  inmunoreactividad de DAT y TH,  indicativos de la 
pérdida  de  terminales  dopaminérgicos.  Estos  efectos  se  han  relacionado  con  déficits  neurológicos, 
incluyendo pérdida de memoria y deficiencias de aprendizaje verbal y motor (Volkow et al. 2001b) así 
Figura 7. Reducción de  la función del DAT en consumidores de metanfetamina.  Imágenes de PET muestran  la 
acumulación de [11C] WIN‐35, 428 en el cuerpo estriado de un sujeto no consumidor (control), de sujetos que ha 
abandonado el consumo de metanfetamina o metcatinona y un enfermo de Parkinson, 70‐90 min después de la 
inyección de [11C] WIN‐35, 428 (Tomado de McCann et al. 1998).  
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como un mayor riesgo de padecer la enfermedad de Parkinson en el futuro (Callaghan et al. 2012). Un 
estudio  reciente  en  humanos  muestra,  además,  que  la  metanfetamina  también  provoca 
neurotoxicidad  en  otras  áreas  cerebrales,  como  se  ha  visto  por  los  descensos  del metabolismo  de 
glucosa, no sólo en  los núcleos caudado  (‐12%) y putamen  (‐6%), sino  también en el  tálamo  (‐17%), 
mientras  que  se  ha  observado  un  aumento  del metabolismo  de  glucosa  en  la  corteza  parietal  de 
usuarios de metanfetamina ya desintoxicados (Volkow et al. 2001c). 
    2.  Neurotoxicidad en animales de experimentación 
  Existen  estudios  de  toxicidad  en  animales  de  experimentación  (ratón,  rata, mono,  etc.)  que 
demuestran  la pérdida de terminales dopaminérgicos en el núcleo estriado después del uso repetido 
de metanfetamina, evidenciada por la pérdida de inmunorreactividad de TH y DAT (Koda y Gibb 1973; 
Kogan  et  al.  1976;  Wagner  et  al.  1980).  Este  efecto  va  acompañado  por  una  disminución  en  el 
contenido  de  dopamina  y  sus metabolitos  DOPAC  y  HVA  en  el  estriado.  También  se  han  descrito 
aumentos  concomitantes  en  la  microglía  y  astrología  reactivas  en  el  estriado  como  marcadores 
indirectos de esta neurotoxicidad  (Caligliuri y Buitenhuys 2005; O  'Callaghan y Miller 1994). Estudios 
con  tinción  de  plata,  el  método  de  referencia  para  estudiar  neurodegeneración  (Switzer  2000), 
mostraron pruebas  concluyentes de que  la metanfetamina produce destrucción de  terminales en el 
estriado  (Ricaurte  et  al.  1982,  1984).  Aunque  existe  una  recuperación  parcial  de  los  niveles  de 
expresión de TH y DAT a medida que pasa el  tiempo,  los efectos neurotóxicos en mono y  ratón  se 
mantienen incluso meses después de la administración de la droga (Kita et al. 2003; O' Dell et al. 1991; 
Seiden et al. 1988). Del mismo modo, los niveles de dopamina se mantienen reducidos en monos hasta 
4 años después del consumo (Woolverton et al. 1989). 
  Resultados  previos  de  nuestro  laboratorio  indican  que,  curiosamente,  los  diferentes 
compartimentos del núcleo estriado del ratón, los estriosomas y la matriz, difieren en su vulnerabilidad 
a  la neurotoxicidad de  la metanfetamina  (Granado et al. 2010)  (Figura 8).Los estriosomas, que están 
conectados  con  el  sistema  límbico  y  funcionalmente  relacionados  con  conductas  de  recompensa  y 
eventos  emocionales  (White  e  Hiroi  1998),  son  más  vulnerables  a  la  pérdida  de  terminales 
dopaminérgicos  inducida  por  metanfetamina  que  la  matriz,  que  está  conectada  a  las  regiones 
sensorimotoras  del  cerebro  y  está  más  estrechamente  relacionada  con  las  funciones  motoras 
normales.  El  patrón  de  degeneración  de  la  dopamina  en  el  estriado  es  similar  al  observado  en  las 
primeras  etapas  de  otras  enfermedades  neurodegenerativas  como  la  enfermedad  de  Huntington, 
lesión  isquémica‐hipoxia  y  el  tratamiento  con  MPTP,  una  neurotoxina  selectiva  de  las  neuronas 
dopaminérgicas  utilizada  como  un  modelo  estándar  de  la  enfermedad  de  Parkinson.  El  núcleo 
accumbens es más resistente a la pérdida de terminales dopaminérgicos (Granado et al. 2010), lo que 
también coincide con lo que ocurre en los enfermos de Parkinson (Granado et al. 2013a). 
    3.  Mecanismos de neurotoxicidad inducida por la metanfetamina  
  Los mecanismos  subyacentes a  la neurotoxicidad dopaminérgica  son objeto de estudio desde 
hace décadas y el conocimiento en este tema se ha expandido en los últimos años. Los resultados de 
los  estudios  de  investigación  señalan  a  la  desregulación  de  la  dopamina,  el  estrés  oxidativo  y 
nitrosativo,  el  daño  en  el  ácido  desoxirribonucleico  (ADN)  y  la  disfunción mitocondrial,  como  los 
principales responsables de los efectos neurotóxicos de esta droga (Krasnova y Cadet 2009).  
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  Papel de la dopamina 
  El  consumo de metanfetamina aumenta en gran medida  la  concentración de dopamina en  la 
sinapsis  del  cerebro.  Como  se  ha  explicado  previamente,  el  exceso  de  dopamina  en  la  hendidura 
sináptica  es  responsable  de  la  mayor  parte  de  los  efectos  físicos  y  psicológicos  de  esta  droga, 
incluyendo  los  efectos  estimulantes  adictivos  y  psicomotores.  Pero  además,  el  desequilibrio  en  la 
distribución de la dopamina intracelular, en concreto el aumento de dopamina citosólica parece estar 
implicado en  la neurotoxicidad, hecho que explica por qué  la degeneración  inducida por esta droga 
afecta principalmente a los terminales dopaminérgicos (Figura 9). 
  Tras su síntesis en las neuronas dopaminérgicas, la dopamina se almacena primero en vesículas, 
donde  está  protegida  del  metabolismo  y  la  auto‐oxidación,  antes  de  ser  liberada  al  citosol.  La 
metanfetamina  induce  una  redistribución  de  la  dopamina  dentro  del  terminal,  produciendo  la 
liberación de dopamina de las vesículas hacia el citosol, donde es sustrato de reacciones metabólicas y 
oxidativas, dando  lugar a  la producción de quinonas de dopamina, aniones superóxido y peróxido de 
hidrógeno  y  radicales  hidroxilo.  Esto  promueve  aún  más  la  oxidación  de  la  dopamina  citosólica, 
favoreciendo  el  estrés oxidativo que  conduce  a  la  disfunción mitocondrial  y  al daño  en  el  terminal 
dopaminérgico (Krasnova y Cadet 2009, Thomas et al. 2008b). La implicación del exceso de dopamina 
citosólica en  los efectos neurotóxicos de la metanfetamina está apoyada por el hecho de que cuando 
se  inhibe  la  síntesis  de  dopamina  con  alfa‐metil‐para‐tirosina  (αMPT),  se  atenúa  la  toxicidad  de  la 
Figura 8. Los estriosomas son más vulnerables que  la matriz a  los efectos neurotóxicos de  la metanfetamina. 
Fotomicrografías de secciones adyacentes de cerebro de ratón 7 días después del tratamiento con metanfetami‐
na teñidas con TH y DAT para ver el daño y con MOR‐1 para marcar los estriosomas. La metanfetamina produce 
mayor pérdida de TH y DAT en los estriosomas que en la matriz. La barra de escala indica 500 micras. (Tomado de 
Granado et al. 2010). 
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metanfetamina  (Albers y Sonsalla 1995; Ares‐Santos et al. 2012). Por el contrario, el pretratamiento 
con  L‐dopa  (precursor de  la dopamina) o  con  reserpina  (que  libera  la dopamina de  las  vesículas  al 
citoplasma) potencia la toxicidad inducida por la metanfetamina (Albers y Sonsalla 1995; Granado et al. 
2011a). Del mismo modo, los ratones knock‐out de VMAT‐2, que tienen niveles más altos de dopamina 
citosólica, son más sensibles a la toxicidad dopaminérgica inducida por metanfetamina y muestran una 
mayor expresión de marcadores de estrés oxidativo que los animales WT (Larsen et al. 2002). (Larsen 
et al. 2002). 
  Implicaciones del estrés oxidativo 
  Las  especies  reactivas  de  nitrógeno  (RNS)  y  las  de  oxígeno  (ROS)  son  subproductos  del 
metabolismo fisiológico normal en el cerebro, pero la producción excesiva de estas especies reactivas 
pueden dañar los componentes celulares, incluyendo los lípidos por peroxidación lipídica, las proteínas 
mediante  la  formación de  la  carbonilos, el ADN nuclear y mitocondrial por  la peroxidación de estas 
macromoléculas. Estas especies reactivas dañan  las enzimas de  la cadena respiratoria mitocondrial e 
inhiben la ATPasa sodio‐potasio, lo que genera estrés oxidativo y nitrosativo que conduce a un colapso 
metabólico y  la muerte celular por necrosis o apoptosis (Davidson et al. 2001).  lipídica,  las proteínas 
mediante  la  formación de  la  carbonilos, el ADN nuclear y mitocondrial por  la peroxidación de estas 
macromoléculas. Estas especies reactivas dañan  las enzimas de  la cadena respiratoria mitocondrial e 
inhiben la ATPasa sodio‐potasio, lo que genera estrés oxidativo y nitrosativo que conduce a un colapso 
metabólico y la muerte celular por necrosis o apoptosis (Davidson et al. 2001). 
  La administración de metanfetamina aumenta los niveles de dopamina citosólica, donde puede 
ser metabolizada por la MAO o auto‐oxidada en un proceso que genera quinonas de dopamina tóxicas. 
Estas quinonas de dopamina pueden dañar las proteínas celulares mediante su unión a los residuos de 
cisteína  o  mediante  la  generación  de  peróxido  de  hidrógeno  (H202)  y  anión  superóxido  (O2•‐) 
considerado el principal responsable de la toxicidad de  la metanfetamina. El aumento inducido por la 
metanfetamina en  la  interacción de  superóxidos y peróxido de hidrógeno con metales de  transición 
como  el  hierro  puede  conducir  a  la  formación  de  radicales  hidroxilo  (•OH),  que  provocan  estrés 
oxidativo,  disfunción  mitocondrial  y  daño  peroxidativo  a  las  membranas  de  los  terminales 
dopaminérgicos (Krasnova y Cadet 2009). 
  El aumento  inducido por  la metanfetamina del estrés oxidativo es probablemente el resultado 
de un desequilibrio entre la producción de ROS y la capacidad de los sistemas de enzimas antioxidantes 
para  secuestrar  ROS:  la metanfetamina  aumenta  la  producción  de  ROS  y  reduce  los  niveles  de  los 
eliminadores de ROS como  superóxido dismutasa de Cobre‐Zinc  (CuZnSOD),  catalasa, glutationina, y 
peroxirredoxinas  en  el  cerebro  (Jayanthi  et  al.  1998;  Li  et  al.  2008).  Esto  podría  explicar  la mayor 
susceptibilidad  del  compartimento  estriosomal,  donde  la  superóxido  dismutasa  (SOD)  es  menos 
abundante  que  en  la  matriz  (Medina  et  al.  1996),  a  la  toxicidad  dopaminérgica  inducida  por  la 
metanfetamina  (Granado  et  al.  2010).  Esta  idea  concuerda  con  los  estudios  que muestran  que  los 
ratones  transgénicos  que  sobreexpresan  CuZnSOD  son  resistentes  al  daño  estriatal  inducido  por  la 
metanfetamina  (Hirata et al. 1996). Además,  los antioxidantes como el ácido ascórbico  (vitamina C), 
vitamina E, bromocriptina  (un eliminador de  radicales hidroxilo),  y  la  coenzima Q10  (antioxidante  y 
potenciador de la energía mitocondrial) atenúan la toxicidad metanfetamina (Wagner et al. 1986). Los 
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eliminadores  de  radicales  libres  como  el  PBN  (α‐fenil‐N‐terbutil  nitrona)  también  reducen  el  daño 
neurotóxico  (Yamamoto  y  Zhu  1998),  sin  alterar  la  respuesta  hipertérmica  que  sigue  a  la 
administración  de metanfetamina  y  que  contribuye  a  la  neurotoxicidad metanfetamina.  ascórbico 
(vitamina  C),  vitamina  E,  bromocriptina  (un  eliminador  de  radicales  hidroxilo),  y  la  coenzima  Q10 
(antioxidante y potenciador de  la energía mitocondrial) atenúan  la toxicidad metanfetamina (Wagner 
et  al.  1986).  Los  eliminadores  de  radicales  libres  como  el  PBN  (α‐fenil‐N‐terbutil  nitrona)  también 
reducen el daño neurotóxico (Yamamoto y Zhu 1998), sin alterar la respuesta hipertérmica que sigue a 
la administración de metanfetamina y que contribuye a la neurotoxicidad metanfetamina (ver papel de 
hipertermia a continuación). 
  Papel de hipertermia 
  La metanfetamina produce una respuesta hipertérmica, tanto en animales de experimentación 
como  en  consumidores  humanos,  que  es  proporcional  a  la  dosis  de  la  droga  y  a  la  temperatura 
ambiental.  Esta  hipertermia  puede  ser  letal  (es  la  primera  causa  de  muerte  inducida  por  la 
metanfetamina)  y  puede  promover  la  neurotoxicidad  a  largo  plazo,  como  se  ha  observado  en  una 
Figura 9. Acontecimientos celulares y moleculares implicados en la degeneración inducida por metanfetamina 
en los terminales dopaminérgicos del estriado. La metanfetamina (METH) entra en las neuronas dopaminérgicas 
a través del DAT y por difusión pasiva y provoca la liberación de dopamina (DA) vesicular al citoplasma a través de 
los cambios en el equilibrio del pH. En el citoplasma, la dopamina se auto‐oxida formando quinonas de dopamina 
tóxicas, y generando radicales superóxido, peróxidos de hidrógeno y radicales hidroxilo que conducen a estrés 
oxidativo, disfunción mitocondrial y daño peroxidativo a las membranas presinápticas. (Modificado de Krasnova y 
Cadet 2009)  
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relación entre  la respuesta hipertérmica y  la neurotoxicidad  inducida por  la droga (Ares‐Santos et al. 
2012;  Bowyer  et  al.  1994; Granado  et  al.  2010,  2011a).  Las  estrategias  que  reducen  o  evitan  esta 
respuesta hipertérmica después del  tratamiento con metanfetamina,  tales como su administración a 
bajas temperaturas (4 ºC) o el tratamiento previo con agentes farmacológicos que eviten la respuesta 
hipertérmica, como diclocipina o haloperidol, pueden prevenir o atenuar su neurotoxicidad  (Albers y 
Sonsalla 1995; O 'Callaghan y Miller 1994). Por el contrario, la administración de metanfetamina a alta 
temperatura  ambiental  promueve  la  hipertermia  y  aumenta  su  neurotoxicidad  (Ares‐Santos  et  al. 
2012; Bowyer et al. 1994; Granado et al. 2011a; Miller y O 'Callaghan 2003). Se cree que la correlación 
entre  la hipertermia y  la neurotoxicidad se debe a que  la hipertermia puede potenciar  la función del 
DAT (Xie et al. 2000), promover una mayor producción de radicales libres y una mayor oxidación de la 
dopamina  en  el  cerebro  (Krasnova  y  Cadet  2009;  LaVoie  y  Hastings  1999).  Por  el  contrario,  la 
hipotermia  tiene  efectos  inhibidores  sobre  el  estrés  oxidativo,  ya  que  reduce  la  oxidación  de  la 
dopamina  (LaVoie  y Hastings  1999)  y  la  formación  de  radicales  hidroxilo  (Fleckenstein  et  al.  1997; 
Krasnova y Cadet 2009). Por otra parte,  las neuronas de animales mantenidos a  temperaturas bajas 
reducen  su demanda energética,  lo que puede  favorecer  su protección ya que  la administración de 
metanfetamina  produce  pérdida  estriatal  de  adenosín  trifosfato  (ATP),  posiblemente  como 
consecuencia del estrés metabólico de las neuronas dopaminérgicas (Chan et al. 1994). 
  Discrepando  con  estos  resultados,  otros  estudios  farmacológicos  y  genéticos  indican  que  la 
hipertermia  puede  contribuir  a  la  neurotoxicidad  dopaminérgica  aunque  no  es  absolutamente 
necesaria.  Así  la  reserpina,  un  agente  farmacológico  que  reduce  drásticamente  la  temperatura 
corporal, potencia  fuertemente  la neurotoxicidad  inducida por  la metanfetamina, pese  a  impedir  la 
respuesta hipertérmica (Albers y Sonsalla 1995; Ares‐Santos et al. 2012; Granado et al. 2011a). Estos 
resultados indican que el bloqueo de la respuesta hipertérmica no es suficiente para proteger contra el 
daño neuronal. Por otra parte, la inactivación total o parcial del DAT, de la enzima óxido nítrico sintasa 
neuronal  (nNOS),  de  la  interleuquina  6  (IL‐6),  o  c‐jun  protege  contra  la  toxicidad  inducida  por  la 
metanfetamina  sin  alterar  la  respuesta  hipertérmica  (Krasnova  y  Cadet  2009). Del mismo modo,  la 
inyección  intraestriatal  de  un  antagonista  de  los  receptores  dopaminérgicos  tipo  D1,  atenúa  la 
neurotoxicidad dopaminérgica de la metanfetamina en el estriado manteniendo la hipertermia (Friend 
y  Keefe  2013).  Por  lo  tanto,  la  hipertermia  inducida  por  la metanfetamina  contribuye,  pero  no  es 
necesaria para los efectos neurotóxicos de la droga. 
  Papel del glutamato y del óxido nítrico 
  La metanfetamina produce excitotoxicidad mediante el aumento de  la  liberación de glutamato 
en el estriado (Nash y Yamamoto, 1992) y la consiguiente activación de los receptores NMDA y AMPA. 
La estimulación de estos receptores aumenta los niveles intracelulares de Ca2+, causando la activación 
de quinasas, lipasas y proteasas que dañan el citoesqueleto, favorecen la generación de radicales libres 
y causan daño en el ADN (Sattler y Tymianski 2000). Estudios farmacológicos muestran que MK801, un 
antagonista no competitivo del receptor NMDA, previene  la  toxicidad dopaminérgica  inducida por  la 
metanfetamina  (Sonsalla  et  al.  1989).  Por  otra  parte,  la  sobreactivación  de  los  receptores  NMDA 
produce radicales superóxido (O2 • ‐) y óxido nítrico (NO). Cuando estas dos especies reaccionan entre 
sí, se forma el peroxinitrito (ONOO‐), una especie oxidativa todavía más potente, que parece ser una 
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de  las  principales  responsables  de  la  neurotoxicidad  de  la metanfetamina  (Imam  et  al.  2001).  La 
inactivación  genética  o  farmacológica  de  nNOS  reduce  la  neurotoxicidad  de  la metanfetamina  sin 
afectar a la respuesta hipertérmica (Itzhak et al. 1998, 2000, 2002), probablemente debido a la pérdida 
de la producción de peroxinitrito. 
  Papel de la activación microglial y astroglial 
  El  sistema  nervioso  central  (SNC)  es  un  área  "inmunoprivilegiada"  con  un  sistema  inmune 
distinto  del  que  existe  en  el  resto  del  cuerpo.  La  microglía,  un  tipo  de  células  gliales,  son  los 
macrófagos  residentes en el sistema nervioso central, y actúan como su primera y principal defensa 
inmune. Normalmente se encuentran en estado de reposo, pero se activan tras ciertos tipos de daño 
en el SNC, como parte de la respuesta inmune innata. La microglía activada puede migrar rápidamente 
a  los  sitios  de  daño  y  secretar  especies  reactivas,  incluyendo  citoquinas  proinflamatorias  como 
interleuquina‐1β  (IL‐1β),  IL‐6,  TNF‐α,  quimioquinas,  prostaglandinas,  ROS,  NO  y  superóxido  para 
proteger  el  cerebro.  Sin  embargo,  su  excesiva  activación  puede  producir  efectos  neurotóxicos 
(Krasnova y Cadet 2009). Las anfetaminas aumentan la activación microglial en las áreas en las que se 
produce  neurotoxicidad  dopaminérgica,  con  un  pico  de  activación  a  las  24  h  después  de  su 
administración,  y  la  intensidad  de  la  activación  parece  estar  correlacionada  con  el  nivel  de  daño 
dopaminérgico  (Granado  et  al.  2008b,  Thomas  et  al.  2004).  La  metanfetamina  también  induce 
activación de  la microglía en otras áreas como cerebelo, hipocampo y corteza (Escubedo et al. 1998; 
Kelly et al. 2012). Además, la metanfetamina produce un aumento de los niveles de las tres principales 
citoquinas  proinflamatorias:  IL‐1β,  IL‐6,  TNF‐α,  que  en  gran  parte  son  resultado  de  la  activación 
microglial (Clark et al. 2013). Por lo tanto, la activación microglial representa una respuesta directa al 
daño inducido por anfetaminas y es parte de la cascada que conduce al daño neuronal (Thomas et al. 
2008). Aunque muchas de  las moléculas  secretadas por  la microglía activada están  implicadas en  la 
neurotoxicidad  inducida  por  metanfetamina,  y  algunos  fármacos  anti‐inflamatorios  (ketoprofeno, 
indometacina,  tetraciclina  y  minociclina)  pueden  proteger  contra  la  activación  microglial  y  la 
neurotoxicidad, el bloqueo de  la activación microglial no es suficiente para  impedir  la neurotoxicidad 
inducida por metanfetamina (Sriram et al. 2006). 
  El  daño  en  el  SNC  también  conlleva  la  activación  de  los  astrocitos,  que  son  las  células más 
abundantes  en  el  cerebro  humano  y  se  ocupan  de  proporcionar  nutrientes  al  tejido  nervioso, 
mantener el equilibrio iónico extracelular y también desempeñan un papel importante en la formación 
y reparación de cicatriz en el SNC después de una lesión. Pueden proteger frente a la toxicidad, porque 
favorecen  el  aumento  de  los  niveles  de  glutationina  (un  antioxidante),  facilitando  el  crecimiento  o 
“sprouting” de las fibras nerviosas y proporcionando factores de crecimiento, moléculas quimiotáxicas 
y  de  sostén  para  la  regeneración  axonal.  Pero  también  pueden  iniciar  varias  cascadas 
neuroinflamatorias  y  liberar  citoquinas  inflamatorias,  algunas  de  las  cuales  son  neurotóxicas.  Sin 
embargo,  parece  probable  que  los  astrocitos  desempeñen  un  papel  positivo  en  la  limitación  de  la 
neuroinflamación  y  que  sea  el  equilibrio  entre  la  activación  de  la microglía  y  la  astrología  lo  que 
conduzca  a  un  resultado  beneficioso  o  perjudicial  (Clark  et  al.  2013).  La  astrogliosis  reactiva  se 
considera una reacción universal a  la  lesión del SNC y se utiliza como un marcador sensible de daño 
neuronal. La metanfetamina aumenta la activación de los astrocitos en las áreas más afectadas por la 
metanfetamina como el estriado, como se ve por el aumento de la expresión de la proteína marcadora 
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ácida fibrilar glial (GFAP) que alcanza niveles máximos entre 3 y 7 días después de la administración de 
la droga (O 'Callaghan y Miller 1994; Granado et al. 2011a).  
  Papel de la disfunción mitocondrial y el daño al ADN 
  Durante la exposición a la metanfetamina se produce una gran demanda de energía y aumentos 
agudos  del metabolismo  energético  en  las  regiones  cerebrales  activadas  (Halpin  et  al.  2013).  Esto 
produce un  compromiso del metabolismo energético y deja vacías  las  reservas de energía en  zonas 
como el estriado (Chan et al. 1994; Huang et al. 1999),  lo que resulta en una disfunción mitocondrial 
que aumenta  la producción de ROS que  contribuye a  los efectos neurotóxicos de  la metanfetamina 
(Krasnova  y Cadet 2009). Estos déficits en el metabolismo energético  se exacerban aún más  con el 
daño mitocondrial y de los complejos II‐III y IV de la cadena de trasporte de electrones (Burrows et al. 
2000), que se dan  incluso en ausencia de hipertermia y que parecen estar mediados por glutamato y 
NO (Brown et al. 2005; Burrows et al. 2000). La administración de sustratos de los complejos II‐III tras 
la  exposición  a  la  metanfetamina  previene  el  daño  mitocondrial  y  el  daño  de  las  terminales 
dopaminérgicas  (Halpin  et  al.  2013).  Además,  la  elevada  producción  de  ROS,  RNS  y  productos  no 
radicales  relacionados,  también  puede  dañar  el ADN  (Jeng  et  al.  2006),  causando  transversiones  o 
mutaciones, alteraciones en la unión de factores de transcripción nuclear de ADN o bloqueo de la ARN 
polimerasa, que resultan en una transcripción alterada o retardada de las proteínas (Markkanen et al. 
2012) que puede  llevar a muerte celular apoptótica en animales de experimentación  (Deng y Cadet 
2000).  
 
  Uso de las tinciones de plata en histología 
  Las tinciones de plata se han utilizado mucho en histología para visualizar diversas estructuras en 
el SNC. La tinción de Golgi fue el primero de los llamados “métodos de plata reducida” y fue explotada 
por Cajal para estudiar  la estructura del sistema nervioso y validar su doctrina de  la neurona (Switzer 
2000). Estas técnicas permitieron  identificar  los componentes del SNC y trazar  las vías de  los axones. 
Cada  método  de  tinción  fue  desarrollado  por  ensayo‐error  y  explotando  la  afinidad  del  sistema 
nervioso por  la plata  (argirofilia).  Las  tinciones de plata pueden  ser  "dirigidas" para  teñir diferentes 
características  del  tejido  nervioso  según  el  tipo  de  fijación,  el  tratamiento  previo  ("mordiente"),  la 
composición de  la solución o soluciones que contienen plata, y  la forma de revelado (reducción). Así, 
Bielschowsky  introdujo una  tinción  con plata que,  a diferencia de  la de Golgi,  teñía  todos  los  tipos 
celulares y procesos neuronales, y podía emplearse para identificar características anormales entre los 
componentes normales observados con  la tinción  (Bielschowsky 1904). Este método se veía  limitado 
por la dificultad de encontrar elementos degenerando entre los elementos normales también teñidos 
(poca  señal  con  respecto  al  fondo  o  poco  contraste).  La  solución  a  esta  falta  de  contraste  vino  de 
utilizar el hecho de que los elementos neuronales degenerados tienen mayor afinidad por la plata que 
los normales, algo que Cajal ya describió (Leonard, 1981). Tratando previamente el tejido con diversas 
soluciones antes de la exposición a soluciones de plata (Glees 1946, Nauta y Gygax 1951), se conseguía 
una supresión de la impregnación de plata en los axones normales y una impregnación más intensa de 
los  axones  degenerados,  alcanzando  así  un  alto  contraste.  Fink  y  Heimer  refinaron  aún  más  el 
pretratamiento  y  desarrollaron  una  técnica  que  por  primera  vez  fue  capaz  de  detectar  botones 
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sinápticos  degenerando,  permitiendo  el  seguimiento  completo  de  las  vías  axonales  (Fink  y  Heimer 
1967). Casi  al mismo  tiempo, de Olmos desarrolló  la  técnica  amino‐cúprico‐argéntica  (A‐Cu‐Ag)  (de 
Olmos 1969) , que en su forma actual (de Olmos et al. 1994) es la que proporciona mayor sensibilidad y 
contraste ya que  la degeneración se ve como elementos teñidos de negro sobre un  fondo pálido sin 
teñir  (de  componentes  normales  no  afectados).  Además  se  puede  combinar  con  técnicas  de 
inmunohistoquímica,  facilitando  la  identificación  del  fenotipo  de  las  neuronas  en  degeneración  (de 
Olmos et al. 2009). 
  Mecanismo de la tinción de Olmos (A‐Cu‐Ag) 
  La  técnica  de  Olmos  (de  Olmos  et  al.  1994)  se  caracteriza  por  su  alta  sensibilidad  y 
reproducibilidad  para  la  detección  de  la  degeneración  del  soma  de  las  neuronas  y  también  de  sus 
axones, dendritas y terminales sinápticas (Bender et al. 2010; de Olmos et al. 1994; Jensen et al. 1993; 
Switzer  2000).  Cuando  una  neurona  se  muere,  se  desintegra  y  son  los  restos  celulares  de  esta 
desintegración que  lo que  registran  las  técnicas de plata que marcan degeneración.  Se  cree que  la 
tinción resulta de la precipitación de plata iónica en torno a grupos químicos reductores presentes en 
las  estructuras  subcelulares,  tales  como  proteínas  dañadas  desmanteladas  por  el  mecanismo 
proteolítico  (Beltramino et al. 1993; Eiland et al. 2002; Switzer 2000). Los  iones de plata y de otros 
metales  como  el  cobre,  forman  complejos  con  aminoácidos  individuales  o  con  secuencias  de 
aminoácidos  (péptidos)  (Breslow 1973; Freeman 1973). Estos complejos o entidades de coordinación 
son  asociaciones  moleculares  que  involucran  un  grupo  central,  llamado  núcleo  de  coordinación 
(generalmente un catión metálico) que posee orbitales de valencia no ocupados, rodeado por un cierto 
Figura  10.  Etapas  de  la  aplicabilidad  de 
marcaje con anticuerpos y con las técnicas 
de  plata  para  marcar  degeneración. 
Cuando  una  célula  sufre  una  agresión  o 
trauma, comienza una secuencia de efectos 
(representado  por  las  formas  geométricas 
en  la  parte  superior)  diferente  según  la 
agresión  recibida,  que  en  un  principio 
pueden  ser  reversibles  y  detectables  con 
marcaje con anticuerpos. Al final, cualquier 
perturbación o trauma puede resultar en la 
muerte de la célula, que se puede producir 
por  diferentes  secuencias.  Todas  ellas,  sin 
embargo,  convergen  para  recorrer  un 
camino  final  común  ya  irreversible 
(pequeños polígonos grises) que resulta en 
la muerte celular, pero que ya no puede ser 
detectado con anticuerpos. Las tinciones de 
plata  para  marcar  degeneración  siguen 
siendo  los  mejores  métodos  para  marcar 
este  punto  final  de  la  neurotoxicidad. 
(Modificado de Switzer 1993).  
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número  de  moléculas  o  iones  (ligandos)  que  poseen  pares  de  electrones  no  compartidos.  Estos 
electrones no compartidos pueden ser inyectados en los orbitales vacíos del grupo central para formar 
enlaces coordinados o covalentes dativos (Leigh 1990). Cada aminoácido tiene distinta afinidad por la 
plata:  los aminoácidos  con grupos  sulfuro  individuales  son  los que  tienen  la mayor afinidad por  los 
iones  de  plata,  pero  éstos  también  puede  formar  complejos  con  los  grupos  amino  y  carboxilo 
terminales  o  con  los  grupos  laterales  de  cualquier  aminoácido  (Black  y  Ansley  1966).  Cuando  una 
proteína está  intacta, su conformación es más o menos globular, y muchos de estos grupos no están 
accesibles para los iones de plata. Sin embargo, en una célula que está degenerando, los mecanismos 
proteolíticos comienzan a desmantelar las proteínas y en el proceso, exponen más sitios sobre los que 
la plata puede formar complejos. (Switzer 2000). Curiosamente, la tinción con plata y cobre también se 
ha aplicado para detectar mezclas complejas de proteínas separadas en un gel de electroforesis en 2‐
dimensiones (Switzer et al. 1979). Las proteínas en esos geles no se están “desintegrando”, es decir, no 
están fragmentadas, pero sí desdobladas y con los grupos laterales expuestos. Cada lugar en el que se 
forma un complejo se comporta como un punto de nucleación sobre el cual se agregan otros iones de 
plata  (Liesegang  1911),  comparable  a  lo que  sucede  en  un proceso  fotográfico,  lo que  supone una 
considerable amplificación de la señal.  
  Por las características de esta técnica, su alto sensibilidad y contraste para marcar degeneración 
y  la posibilidad de combinarse con técnicas  inmunohistoquímicas, esta técnica fue  la que empleamos 
para estudiar la degeneración dopaminérgica en la vía nigroestriatal. 
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Foto de la página anterior: Cuerpo celular de una neurona dopaminérgica y fibras dopaminérgicas teñidas mediante 
inmunofluorescencia para TH (rojo) entre células de microglía teñidas con inmunofluorescencia para Iba-1 (verde) 
y núcleos de otras células teñidos con DAPI (azul) en la SNpc de un ratón 1d después de ser tratado con 
metanfetamina (3x5). 
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JUSTIFICACIÓN E HIPÓTESIS DE TRABAJO 
  HIPÓTESIS 1: La metanfetamina produce degeneración de los cuerpos celulares de las 
neuronas dopaminérgicas de la SNpc . 
  La  neurotoxicidad  que  produce  la  metanfetamina  sobre  los  terminales  dopaminérgicos  del 
estriado se ha estudiado desde hace décadas (Hotchkiss y Gibb 1980; Ricaurte et al. 1982,1984; Seiden 
et al. 1976; Wagner et al. 1980). Sin embargo, existe una controversia en cuanto a si la metanfetamina 
produce o no degeneración de los cuerpos de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra pars 
compacta  (SNpc). La mayoría de  los estudios  indican que  la metanfetamina daña selectivamente  los 
terminales de las neuronas dopaminérgicas, pero no los cuerpos celulares (Cadet et al. 2003; Krasnova 
y Cadet 2009; Ricaurte et al. 1982). No obstante, algunos estudios informan de la pérdida de neuronas 
dopaminérgicas  (demostrada mediante  inmunotinciones de TH) en  la SNpc  (Hall et al. 1996; Hirata y 
Cadet 1997; Kim et al. 2000; Sonsalla et al. 1996; Wang et al. 2012) aunque esto podría deberse sólo a 
una menor expresión de esta proteína. Hasta la fecha, no hay ninguna prueba directa que evidencie la 
degeneración de  los cuerpos celulares de  las neuronas dopaminérgicas. Dado que  la disminución de 
neuronas  TH+  en  la  SNpc  tras  la  administración de metanfetamina  y otras drogas  como  el MDMA, 
persiste  con  la misma  intensidad  durante  al menos  1 mes  (Granado  et  al.  2008b)  ,a  pesar  de  la 
recuperación parcial de  los terminales, y que se ha descrito recientemente que  los consumidores de 
metanfetamina  tienen un mayor  riesgo de desarrollar  la enfermedad de Parkinson  (Callaghan et al. 
2012),  nuestra  hipótesis  de  partida  es  que  la metanfetamina  daña  permanentemente  no  sólo  los 
terminales de las neuronas dopaminérgicas de la vía nigroestriatal, sino también los cuerpos celulares 
de dichas neuronas en la SNpc, produciendo su degeneración. 
  Para evaluar esta hipótesis, hemos empleado una técnica de tinción de plata (tinción A‐Cu‐Ag o 
de Olmos) (de Olmos et al. 1994) combinada con inmunohistoquímica para TH en el estriado y la SNpc 
de  ratones  tratados  con  metanfetamina.  Se  han  utilizado  varios  protocolos  de  administración  de 
metanfetamina:  una  única  dosis  alta  de metanfetamina,  (30mg/Kg)  ‐nos  referiremos  a  este  grupo 
como 1x30, modelo de un consumo esporádico de una dosis elevada‐, o varias dosis más bajas pero 
repetidas que modelizan un consumo compulsivo o  tipo “binge”  (tres  inyecciones de 5 ó 10 mg/Kg, 
separadas por intervalos de 3h) ‐nos referiremos a ellas como 3x5 ó 3x10‐. Además, hemos evaluado el 
curso temporal de la neurotoxicidad inducida por metanfetamina (3x5) en el estriado y SNpc, junto con 
los  cambios  en  la  actividad  y  coordinación  motora  que  se  producen  como  consecuencia  de  la 
neurotoxicidad. Por último estudiamos la muerte de neuronas estriatales inducida por estos protocolos 
de administración de metanfetamina mediante el uso de la tinción A‐Cu‐Ag y ratones transgénicos BAC
(cromosoma artificial bacteriano) D1‐Tmt/D2‐GFP, que expresan  la proteína rojo tomate (tmt) bajo el 
promotor del receptor D1 y la proteína verde fluorescente (GFP) bajo el promotor del receptor D2. 
 
  HIPÓTESIS  2:  Los  receptores  dopaminérgicos  D1  y  D2  están  implicados  en  la 
neurotoxicidad dopaminérgica de la metanfetamina. 
  Dado que la metanfetamina actúa como un agonista indirecto de los receptores dopaminérgicos 
y produce sus efectos a través de la liberación de dopamina, estos receptores podrían tener un papel 
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mediador en la toxicidad. Los efectos de la dopamina se deben a su acción en las células diana a través 
de  receptores  metabotrópicos  acoplados  a  proteínas  G  heterotriméricas.  Hay  cinco  receptores 
dopaminérgicos diferentes  (D1 a D5), divididos  farmacológica y molecularmente en dos  familias:  los 
receptores  tipo‐D1  (D1 y D5) y  los  receptores  tipo‐D2  (D2, D3 y D4)  (Beaulieu y Gainetdinov 2011). 
Ambas familias están  involucradas en el comportamiento y  la cognición, el movimiento voluntario,  la 
motivación, el castigo y la recompensa, la atención, la memoria de trabajo y el aprendizaje, y en varias 
enfermedades neurodegenerativas como  la enfermedad de Parkinson  (Darmopil et al. 2009; Ortiz et 
al. 2010). Hay varios subtipos de receptores dopaminérgicos presentes en el estriado, pero los D1 y D2 
son  los más abundantes. En general  se acepta que estos dos  tipos de  receptores están  segregados, 
expresándose los receptores D1 en las neuronas estriatales de proyección que forman la vía directa y 
proyectan a la SN, mientras que los receptores D2 lo hacen en las neuronas de proyección que forman 
la vía indirecta, y proyectan al globo pálido (Beaulieu y Gainetdinov 2011; Callier et al. 2003). Además 
el  subtipo D2  se  localiza  también presinápticamente en  las  terminales dopaminérgicas del estriado, 
donde funciona como autorreceptor regulando la liberación de dopamina y su recaptación (Beaulieu y 
Gainetdinov 2011; de Mei et al. 2009; Usiello et al. 2000).  
  Existen  estudios  farmacológicos  centrados  en  dilucidar  el  papel  de  los  receptores 
dopaminérgicos  en  la  neurotoxicidad  de  la  metanfetamina.  Estudios  con  antagonistas  de  los 
receptores  tipo‐D2:  sulpiride,  eticlopride,  y  raclopride,  han  demostrado  una  prevención  dosis‐
dependiente  de  la  toxicidad  inducida  por metanfetamina  en  ratón  (Albers  y  Sonsalla  1995;  Eisch  y 
Marshall  1998).  Los  antagonistas  de  los  receptores  de  la  familia  D1,  como  SCH23390,  también 
protegen  frente a dicha neurotoxicidad  (Sonsalla et al. 1986,  Jayanthi et al. 2005; Krasnova y Cadet 
2009).  Sin  embargo,  estos  compuestos  generalmente  bloquean  también  la  respuesta  hipertérmica 
inducida por  la droga,  lo que podría mediar  la neuroprotección observada. Además, no diferencian 
entre los miembros de cada una de las familias de receptores por lo que no está claro qué subtipos de 
receptores median esta neurotoxicidad. Estudios previos de nuestro laboratorio han mostrado que los 
subtipos D1 y D2 median la neurotoxicidad inducida por MDMA, otro derivado anfetamínico (Granado 
et al. 2011a, 2013b) por  lo que parece probable que  también  sean  los  implicados en el  caso de  la 
metanfetamina. 
  Nuestra hipótesis es que  los receptores D1 y D2 están selectivamente implicados en mediar los 
efectos hipertérmicos y neurotóxicos de la metanfetamina. Para testar esta hipótesis, hemos evaluado 
la hipertermia y  la neurotoxicidad dopaminérgica  inducida por metanfetamina en ratones knock‐out, 
para el  receptor dopaminérgico D1  (D1−/−) o para el  receptor D2  (D2−/−) mediante el uso de HPLC e 
inmunohistoquímica para marcadores dopaminérgicos y de gliosis. 
  HIPÓTESIS 3: El factor Nrf2 es  importante en  la protección frente a  la neurotoxicidad 
dopaminérgica inducida por la metanfetamina. 
  El estrés oxidativo parece estar críticamente implicado en la neurotoxicidad y neuroinflamación 
producidas por la metanfetamina (Krasnova y Cadet 2009; Yamamoto y Zhu 1998; Thomas et al. 2004). 
Por  ello,  la  identificación  de  dianas  moleculares  que  refuercen  las  respuestas  antioxidantes  y 
antiinflamatorias frente a  la metanfetamina en  los ganglios basales, es  importante para atenuar esta 
neurotoxicidad. El factor de transcripción Nrf2 (factor 2 nuclear relacionado con el factor eritroide 2) 
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se considera el principal regulador de la homeostasis redox, ya que regula la expresión de un grupo de 
genes que  codifican enzimas de desintoxicación de  fase 2 antioxidante y antixenobiótica, y que  son 
citoprotectores  frente al estrés oxidativo e  inflamatorio  (Figura 9). Entre ellos  se  incluyen  la hemo‐
oxigenasa‐1  (HO‐1),  la  NADPH  quinona  oxidorreductasa  (NQO1),  y  las  subunidades  catalítica  y 
moduladora  de  la  γ‐glutamilsintetasa  (GCLC, GCLM)  (Clark  y  Simon  2009;  Johnson  et  al.  2008).  En 
condiciones normales, el Nrf2 tiene una vida media muy corta debido a su interacción con la proteína 
Keap1, que promueve  la degradación del Nrf2 por el proteasoma  (Lo et al. 2006). Sin embargo,  las 
moléculas oxidantes  son capaces de disociar el  complejo, permitiendo  la entrada del Nrf2 al núcleo 
donde  puede  activar  la  transcripción  de  enzimas  de  fase  2  y  la  respuesta  antioxidante.  Estudios 
recientes han demostrado que  la administración de metanfetamina activa Nrf2 (Jayanthi et al. 2009). 
Por  ello,  nuestra  hipótesis  es  que  el Nrf2  desempeña  un  papel  importante  en  la  protección  de  las 
neuronas dopaminérgicas contra el estrés oxidativo inducido por la metanfetamina. 
  Para evaluar esta hipótesis, hemos estudiado  la hipertermia,  la neurotoxicidad  y  la  respuesta 
antioxidante  inducidas por metanfetamina en  la vía nigrostriatal en  ratones knock‐out para el  factor 
Nrf2  (Nrf2−/−) mediante  técnicas  inmunohistoquímicas  , HPLC y qRTPCR  (PCR  cuantitativa en  tiempo 
real). 
,  
Figura 11. Mecanismo propuesto de neuroprotección por activación de Nrf2.  Las ROS activan Nrf2 
disociándolo de Keap1 y permitiendo su traslocación al núcleo celular, donde activa la transcripción de 
enzimas de fase 2 antioxidantes (Modificado de Satoh et al. 2006).  
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OBJETIVOS 
Los objetivos principales de la investigación son: 
1.  Determinar si la metanfetamina induce muerte de neuronas dopaminérgicas en la sustancia 
negra (SN). 
2.  Evaluar  la  implicación  de  los  receptores  dopaminérgicos  D1  en  la  hipertermia  y 
neurotoxicidad  dopaminérgica  inducida  por metanfetamina  en  el  estriado  y  SN  y  estudiar  su 
mecanismo de acción. 
3.  Evaluar  la  implicación  de  los  receptores  dopaminérgicos  D2  en  la  hipertermia  y 
neurotoxicidad  dopaminérgica  inducida  por metanfetamina  en  el  estriado  y  SN  y  estudiar  su 
mecanismo de acción  
4.  Evaluar  la  implicación del factor de transcripción Nrf2 en  la neurotoxicidad dopaminérgica 
inducida por metanfetamina en estriado y SN. 
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RESUMEN DE 
RESULTADOS 
Foto de la página anterior: Sección de estriado de un ratón transgénico BAC D1-Tmt/D2-GFP en la que se ha 
hecho una tinción inmunofluorescente para las neuronas dopaminérgicas (TH, rojo) y para las neuronas de 
proyección de la vía indirecta (D2-GFP, verde) y se han teñido los núcleos celulares con DAPI (azul).  
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1.  La metanfetamina produce degeneración de los cuerpos celulares y de los terminales de las 
neuronas dopaminérgicas de la vía nigroestriatal. 
  La administración i.p. de metanfetamina (3x5, 3x10 ó 1x30) indujo hipertermia y una pérdida de 
terminales  dopaminérgicos  en  el  estriado,  lo  que  se  evidenció  por  una  pérdida  de  TH  asociada 
temporal y espacialmente con un aumento de la tinción de plata en el estriado. El protocolo de 3x10, 
fue el que produjo mayor degeneración de  las terminales del estriado, seguido por el 3x5 y 1x30. Se 
observaron  algunos  axones  degenerando  en  su  camino  desde  la  SNpc  al  estriado.  Además,  la 
metanfetamina produjo degeneración de  los cuerpos neuronales dopaminérgicos en  la SNpc, que se 
puso de manifiesto por el aumento significativo del número de neuronas TH positivas (TH+) marcadas 
con plata,  sin diferencias entre  los 3 protocolos de administración.  La muerte de estas neuronas  se 
produce, al menos, por apoptosis y por necrosis.  
  La degeneración de  los  terminales dopaminérgicos del estriado  tras  la administración repetida 
de dosis bajas (3x5) comenzó entre 3 y 12h después de  la última  inyección, y  llegó a su máximo a  las 
24h.  Los  estudios  de  ultraestructura  confirmaron  la  presencia  de  terminales  en  degeneración  y 
marcados  con  3‐nitrotirosina  (3NT).  Tras  esta  pérdida  de  terminales,  se  observó  una  recuperación 
progresiva detectada a los 3, 7 y 30 días del tratamiento. Esta recuperación no fue total y los déficits en 
la cantidad de fibras TH+ en el estriado persistieron al menos a los 30 días del tratamiento. A su vez, la 
degeneración de  los  cuerpos de  las neuronas dopaminérgicas  en  la  SNpc,  (contabilizando neuronas 
TH+  teñidas  con  plata)  empezó  a  observarse  a  las  12h  y  alcanzó  su máximo  (7%)  a  1  y  3  días  del 
tratamiento. El número de neuronas TH+  restantes en esta área  se mantuvo  reducido  (‐20‐25%) en 
comparación con los controles salinos a los 7 y 30 días del tratamiento.  
  Además,  la  administración  de múltiples  dosis  bajas  de metanfetamina  produjo  déficits  en  la 
actividad locomotora y en la coordinación motora entre 1‐3 días después del tratamiento, coincidiendo 
con el tiempo de máxima degeneración en estriado tras la droga. Estos déficits no se observaron ya a 
los 7 días de la exposición a metanfetamina.  
  Los protocolos de 3x10 y 1x30 también provocaron muerte de neuronas estriatales observada 1 
y 3 días después del  tratamiento. Mediante el uso de  ratones  transgénicos BAC D1‐Tmt/D2‐GFP,  se 
observó que  las neuronas estriatales en degeneración se distribuyen por  igual entre  las neuronas de 
proyección  de  la  vía  directa,  de  la  vía  indirecta  y  otras  neuronas  del  estriado,  probablemente 
interneuronas,  lo que  significaría que  las  interneuronas  son más  vulnerables a  la neurotoxicidad de 
metanfetamina, ya que mueren en igual número pese a suponer una población menor en el estriado.  
2.  La  inactivación  genética  del  receptor  dopaminérgico  D1  reduce  fuertemente  la 
neurotoxicidad dopaminérgica inducida por metanfetamina. 
  La  inactivación genética del receptor dopaminérgico D1 bloqueó  la hipertermia  inducida por  la 
administración  de  metanfetamina  (3x5)  y  previno  el  descenso  de  los  marcadores  de  las  fibras 
dopaminérgicas  (TH y DAT) y de  los niveles de dopamina y  sus metabolitos  (DOPAC y HVA),  tanto 1 
como  7  días  después  del  tratamiento. Aunque  a  los  7  días  del  tratamiento  con metanfetamina  los 
animales WT habían recuperado parcialmente  los niveles de dopamina y sus metabolitos, estos eran 
aún  inferiores a  los de  los animales  tratados con  salino. La  falta del  receptor D1  también previno  la 
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gliosis reactiva  inducida por metanfetamina, tanto en el estriado como en  la SN, en comparación con 
los animales WT. Estos datos se observaron mediante inmunohistoquímica para Mac‐1 y GFAP a 1 y 7 
días  tras  la droga. Además,  la  inactivación del receptor D1 previno el aumento de  la expresión de  la 
enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) en el estriado inducido por metanfetamina. Finalmente, la 
pérdida de neuronas dopaminérgicas en  la SNpc  inducida por  la metanfetamina no se produjo en  los 
ratones D1−/−, en  los que  tampoco  se observaron  los cuerpos apoptóticos presentes en  la SN de  los 
animales WT tratados con metanfetamina.  
  En un experimento diseñado para estudiar la relación entre la hipertermia y la neurotoxicidad, la 
metanfetamina  fue administrada en una  sala a alta  temperatura ambiente  (29ºC). Los  ratones D1−/− 
tratados en estas condiciones desarrollaron hipertermia,  sin que  se diera  la neuroprotección que  se 
había observado por la inactivación del receptor D1 a 23ºC. Sin embargo, el pretratamiento con αMPT 
en ratones WT bloqueó la respuesta hipertérmica a la metanfetamina sin bloquear completamente la 
pérdida de estriatal TH‐ir, lo que indica que la prevención de la respuesta hipertérmica no es suficiente 
para prevenir la neurotoxicidad. Además, el pretratamiento con reserpina hizo que los animales D1−/− 
presentaran  la misma  neurotoxicidad  dopaminérgica  frente  a metanfetamina  que  los WT.  De  este 
hecho,  junto  con  los  resultados  de  voltametría,  que muestran  que  la  inactivación  del  receptor D1 
aumenta  la  liberación de dopamina estriatal  inducida por metanfetamina, se deduce que  los ratones 
D1−/− tienen mas dopamina vesicular, a pesar de que presentan menos dopamina total en estriado, lo 
que indica que sus niveles de dopamina citosólicos son inferiores.  
3‐  La  inactivación del  receptor D2 protege  frente a  la neurotoxicidad dopaminérgica  inducida 
por metanfetamina. 
  La  falta  del  receptor  dopaminérgico  D2  evitó  la  hipertermia  tras  el  tratamiento  con 
metanfetamina (4mg/kg, i.p. 3 inyecciones separadas por intervalos de 3 horas) y atenuó el descenso 
en la inmunoreactividad de TH y DAT en el estriado y en los niveles de dopamina y sus metabolitos en 
la misma  área,  inducidos  por  la metanfetamina  1  ó  7  días  después  del  tratamiento.  La  falta  del 
receptor  D2  también  previno  la  gliosis  reactiva,  tanto  en  el  estriado  como  en  la  SN,  inducida  por 
metanfetamina. Además, la inactivación del receptor D2 previno los aumentos de la expresión de iNOS 
e  interleuquina 15 (IL‐15) en el estriado  inducidos por metanfetamina 1 día después del tratamiento. 
Por otra parte,  la pérdida de neuronas dopaminérgicas de  la SNpc  inducida por metanfetamina no se 
produjo en los ratones D2−/−, en los que tampoco se observaron neuronas Fluoro‐Jade positivas como 
las presentes en la SN de los animales WT.  
  Cuando  los  ratones  D2−/−  fueron  tratados  con metanfetamina  en  una  sala  a  30ºC,  tampoco 
desarrollaron hipertermia sino hipotermia y  los niveles de TH y DAT presentados por estos animales 
fueron similares a los de los ratones tratados con salino. Sin embargo, el pretratamiento con reserpina 
indicó  que  el  efecto  neuroprotector  de  la  inactivación  del  receptor  D2  no  puede  ser  explicado 
únicamente  por  su  capacidad  para  prevenir  la  hipertermia  inducida  por metanfetamina,  ya  que  la 
reserpina produce una marcada hipotermia en ambos genotipos, y pese a ello potencia la toxicidad de 
la metanfetamina en  los animales WT, pero no en  los D2−/−. Los resultados de voltametría muestran 
que  la metanfetamina  indujo una  liberación de dopamina  significativamente menor en  los animales 
D2−/− que en  los  ratones WT,  lo que  indica que  los  ratones D2−/−  tienen menos dopamina vesicular. 
Además,  aunque  los niveles basales de dopamina  estriatales  son  similares  en  ambos  genotipos,  los  
Resumen de resultados 
35 
D2−/− tienen mayores niveles de DOPAC y HVA,  indicando que estos animales tienen mayor recambio 
de dopamina en el estriado.  
4.  La  falta  del  Nrf2  potenció  el  daño  de  los  terminales  dopaminérgicos  inducido  por 
metanfetamina, pero no la pérdida de células TH en la SNpc 
  La  inactivación  genética  del  factor  de  transcripción  Nrf2  exacerbó  la  pérdida  de  TH  y  DAT 
inducida  por  metanfetamina  en  el  estriado  1  día  después  de  su  administración,  de  forma 
independiente  de  la  hipertermia.  La  ausencia  de  Nrf2  no  modificó  el  aumento  inducido  por 
metanfetamina  en  el  Ca2+ intracelular  en  los  astrocitos  del  estriado  a  los  pocos  minutos  de  su 
administración,  indicando  que  la  deficiencia  de Nrf2  no  altera  la  respuesta  astrocítica  primaria.  Sin 
embargo,  la  falta de Nrf2  favoreció  la activación glial  inducida por metanfetamina 1 día después del 
tratamiento,  con  mayores  aumentos  en  los  niveles  de  ácido  ribonucleico  mensajero  (RNAm)  y 
proteínas de Mac‐1 y Iba‐1 y GFAP en el estriado tras la administración de la droga.  
  Al mismo  tiempo,  la  falta de Nrf2  aumentó  el  estrés oxidativo  y  los  efectos proinflamatorios 
inducidos por la metanfetamina en el estriado. El tratamiento con metanfetamina no indujo a las 24h 
cambios en  la expresión de  las enzimas de fase‐2 NQO1 y Gsta2 (datos no mostrados) pero sí  indujo 
cambios en  la expresión de  los  genes  antioxidantes que están  regulados por Nrf2,  incluyendo Gclc, 
(pero  no  Gclm),  la  superóxido  dismutasa  de  manganeso  (Mn  SOD),  la  Cu/Zn  SOD,  y  la  glutation 
peroxidasa (GPx). Además, la inactivación de Nrf2 potenció un aumento drástico en el RNAm de TNF‐α 
así  como en  la expresión de  la proteína  IL‐15 en el estriado, que  curiosamente  colocalizaba  con  los 
astrocitos, inducidos por la metanfetamina.  
  Asimismo,  la deficiencia de Nrf2 potenció  la degeneración de neuronas estriatales  inducida por 
metanfetamina. Sin embargo, contrastando con  los resultados obtenidos en el estriado,  la deficiencia 
de  Nrf2  no  alteró  la  pérdida  de  neuronas  dopaminérgicas  inducida  por  metanfetamina  ni  los 
marcadores gliales o las moléculas proinflamatorias en la SN. 
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Foto de la página anterior: Sección de estriado de un ratón tratado con metanfetamina en la que se ha realizado una 
tinción inmunofluorescente para las IL-15 (rojo) y para las microglía reactiva (Iba-1, verde) . 
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DISCUSIÓN 
Foto de la página anterior: Sección de estriado de  un ratón transgénico BAC D1-Tmt/D2-GFP en la que se ha 
hecho una tinción inmunofluorescente para las neuronas de proyección de la vía directa (D1-tmt, rojo) y para las  
de la vía indirecta (D2-GFP, verde) .  Obsérvese que  estas dos poblaciones no colocalizan. 
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  La metanfetamina induce degeneración de terminales dopaminérgicos en el estriado 
   Los resultados de nuestros estudios afianzan trabajos previos realizados con otros métodos de 
plata  que  indican  que  la  metanfetamina  produce  la  destrucción  y  pérdida  de  terminales 
dopaminérgicos en el estriado (Ricaurte et al. 1982, 1984) y no una simple reducción en la expresión de 
marcadores dopaminérgicos. La pérdida de  terminales TH‐ir,  junto con  la presencia concomitante de 
terminales  teñidos  con  plata  y  gliosis  en  el  estriado  (Fig.  1,  2  y  3,  pág.  44,  46  y  47),  revelan  la 
degeneración  selectiva  de  los  terminales  dopaminérgicos,  1  día  después  del  tratamiento  con 
metanfetamina.  Estos  resultados  se  confirmaron  con  microscopía  electrónica  que  mostró  fibras 
dopaminérgicas en degeneración, y terminales positivos para 3NT (Fig. 5, pág. 49) marcador de daño 
irreversible como consecuencia de formación de peroxinitritos (Imam et al. 2001).  
  Se ha planteado  la hipótesis de que  la metanfetamina puede  causar  la pérdida de  terminales 
dopaminérgicos mediante  la redistribución de  la dopamina desde el entorno reductor del  interior de 
las  vesículas  sinápticas  al  ambiente oxidante  extravesicular  intracelular  (Krasnova  y Cadet 2009).  La 
dopamina  citoplasmática  se  oxida  fácilmente  a  especies  reactivas  como  quinonas  y 
peroxinitrito  ,después de  la  combinación  con  el NO  (Imam  et al. 2001), que pueden  contribuir  a  la 
interrupción  de  importantes  procesos  celulares  incluyendo  la  función  del  axón  (Hastings  2009),  la 
bioenergética,  la estabilidad de  los microtúbulos, el tráfico de orgánulos y  la autofagia, dando  lugar a 
problemas de  tráfico  axonal, disfunción  y degeneración  (Burke  y O  'Malley  2012; Krasnova  y Cadet 
2009; Yamamoto y Yang 2012). La administración de múltiples dosis bajas de metanfetamina  (3x5 ó 
3x10)  resultó  claramente  más  tóxica  para  los  terminales  dopaminérgicos  en  el  estriado  que  la 
administración de una única dosis alta (1x30) (Fig. 1b, c, d, pág. 44). Esta disparidad podría deberse a 
los diferentes efectos de estos protocolos sobre el bloqueo del DAT o del VMAT‐2, que resulta en  la 
acumulación citosólica de la dopamina, que es mayor y de más duración en administraciones múltiples 
que  en  administraciones  únicas  de metanfetamina  (Fleckenstein  et  al.  1999; Metzger  et  al.  2000). 
Además, la respuesta hipertérmica fue mayor y tuvo más picos con la administración de múltiples dosis 
bajas (3x5 y 3x10) que con la administración única de una dosis alta, aunque con este último régimen 
la  hipertermia  fue más  sostenida  (Fig.  1a  pág.  44).  Como  ya  se  describió  en  la  introducción  y  se 
discutirá  más  adelante,  aunque  la  hipertermia  puede  potenciar  los  efectos  neurotóxicos  de  la 
metanfetamina, no es la única responsable de neuropatología inducida por la metanfetamina (Albers y 
Sonsalla 1995; Ares‐Santos et al. 2012, Urrutia et al. 2013).  
  La metanfetamina puede causar la muerte de neuronas estriatales 
  Estudios anteriores habían  llegado a  la conclusión de que  la administración de metanfetamina 
(3x10  ó  1x30)  induce  degeneración  de  neuronas  estriatales  tan  pronto  como  1  día  después  del 
tratamiento (Tulloch et al. 2011; Zhu et al. 2006a, b) y todavía detectable a los 3 días (Fig. 2 a, b pág. 
46). Sorprendentemente, observamos que el protocolo de 3x5 no indujo aumentos significativos en el 
número de neuronas estriatales en degeneración, mientras que  los protocolos de 3x10 y 1x30  sí  lo 
hicieron, y además no se observaron diferencias en el número de neuronas estriatales que degeneran 
entre los protocolos de 3x10 y 1x30, a pesar de la diferencia significativa que presentan en sus efectos 
neurotóxicos sobre  los  terminales dopaminérgicos en el estriado  (Fig. 1 pág. 44). Otros estudios han 
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señalado  que  la  apoptosis  estriatal  es  independiente  de  la  respuesta  hipertérmica,  y  que  la 
administración de dosis bajas repetidas de metanfetamina (4x10mg/kg, en intervalos de 2h) es menos 
eficaz en  la  inducción de  la muerte celular apoptótica, evaluada por  tinción de TUNEL a  las 24h del 
tratamiento, que dosis únicas administradas en bolus de 1x30mg/kg (Zhu et al. 2006a) .Esta conclusión 
concuerda con nuestros resultados.  
  Este es el primer estudio que demuestra que  las neuronas que degeneran  tras un tratamiento 
con metanfetamina  se  distribuyen  por  igual  entre  las  neuronas  de  proyección  de  las  vías  directa, 
indirecta  y otro  tipo de neuronas estriatales  (Fig. 2d pág. 46). Un  tercio de  las neuronas estriatales 
positivas  para  la  plata  no  colocalizaron  con D1/Tmt  ni  con D2/GFP  (Fig.  2e,  f  pág.  46).  Esto  podría 
significar que algunas neuronas de proyección estriatal han perdido  la expresión de proteínas Tmt o 
GFP antes de degenerar, o que se trata de interneuronas. Dado que las interneuronas comprenden una 
población  de  células  mucho  menor  en  el  cuerpo  estriado  (5‐10%)  en  relación  a  las  neuronas  de 
proyección  (90‐95%)  (Kawaguchi et al. 1995),  la equidad de poblaciones de  células en degeneración 
(neuronas  de  proyección  de  las  vías  directa  e  indirecta  y  otras  neuronas  (probablemente  las 
interneuronas)  sugieren  que  las  interneuronas  son  selectivamente  más  vulnerables  a  la 
metanfetamina. En esta línea, hay trabajos previos que muestran que las neuronas de proyección son 
menos  vulnerables  a  la  neurotoxicidad  de  metanfetamina  que  las  interneuronas  parvalbúmina  o 
colinérgicas, aunque las interneuronas somatostatina son refractarias a la neurotoxicidad inducida por 
metanfetamina (Zhu et al. 2006b). 
  La metanfetamina induce muerte de neuronas dopaminérgicas en la SNpc 
   Este  es  también  el  primer  estudio  que  proporciona  evidencias  sólidas  y  directas  de  la 
degeneración de las neuronas dopaminérgicas en la SNpc después de la exposición a la metanfetamina 
(Fig. 4 pág. 48), confirmado las sospechas suscitadas en estudios anteriores que mostraron reducciones 
en  el  número  de  neuronas  TH  positivas,  y  de  células  Nissl,  junto  con  la  presencia  de  cuerpos 
apoptóticos  en  esta  área  (Ares‐Santos  et  al.  2012,  Granado  et  al.  2011a,  b;  Sonsalla  et  al.  1996). 
Aunque se ha propuesto que  la degeneración axonal, en  lugar de  la pérdida neuronal, desempeña el 
papel  causal  dominante  en  las manifestaciones  clínicas  de  la  enfermedad  de  Parkinson  (Burke  y O 
'Malley, 2012),  la pérdida permanente de una pequeña  fracción de  las células dopaminérgicas en  la 
SNpc haría disminuir  la capacidad de  compensación y de protección  frente a daños  futuros  (Switzer 
1991). Ricaurte et al. 1982 ya utilizaron una técnica de plata (el método Fink‐Heimer) para examinar si 
un régimen neurotóxico de metanfetamina producía degeneración de las neuronas dopaminérgicas de 
la SNpc en ratas, sin que encontraran pruebas de la pérdida de somas. Sin embargo y según nuestros 
resultados,  el  momento  que  escogieron  para  su  estudio  no  era  el  óptimo,  ya  que  buscaron 
degeneración  terminal  entre  el  estriado  4  días  después  del  tratamiento,  pero  esperaron 
aproximadamente 6 semanas, para buscar la neurodegeneración en la SNpc "con el fin de dejar tiempo 
suficiente  para  que  la  degeneración  retrógrada  llegara  hasta  el  cuerpo  celular".  En  nuestro 
experimento de curso temporal, encontramos que la mayor degeneración de los cuerpos celulares de 
las neuronas se produce entre 1‐3 días tras  la administración de metanfetamina, en consonancia con 
otros estudios con técnicas de plata reducida que muestran que los cuerpos celulares en degeneración 
sólo pueden ser detectados poco después de  la  lesión, ya que  los desechos se aclaran entre  los 7‐10 
días (Switzer 2000).  
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  Se observaron también varios axones degenerando en el haz prosencefálico medial (MFB) en su 
camino de la SNpc al estriado (Fig. 3, pág. 47), proporcionando pruebas de que la pérdida de neuronas 
observada en  la SNpc podría ser debida a  la degeneración retrógrada. Sin embargo,  los axones en el 
MFB y las neuronas dopaminérgicas que degeneran en la SNpc tras la metanfetamina representan un 
pequeño porcentaje en comparación con el daño masivo de terminales observado en el estriado. 
  Curso temporal de la degeneración en la vía nigroestriatal 
  Nuestro  experimento  de  curso  temporal  con  el  régimen  de  múltiples  dosis  bajas  de 
metanfetamina (3x5) muestra que  la degeneración de  los terminales dopaminérgicos en el estriado y 
de los cuerpos celulares en la SNpc ya había comenzado a las 3‐12 horas del tratamiento, y alcanza su 
máximo al día siguiente del tratamiento para  los terminales y entre 1‐3 días después del tratamiento 
para  los cuerpos neuronales  (Fig. 5a‐g, pág. 49). A partir de este momento, el número de neuronas 
dopaminérgicas teñidas con plata disminuyó, pero siguió siendo significativo a los 7 y 30 días después 
del  tratamiento en  comparación  con  los animales  tratados  con  salino. Dado que  la  tinción de plata 
empleada  en  el  estudio  sólo  marca  neuronas  que  están  activamente  degenerando,  esto  podría 
significar  que  algunas  neuronas  dañadas,  que  inicialmente  sobreviven  a  la metanfetamina,  acaban 
colapsándose y finalmente mueren (Fig. 5f, pág. 49). De acuerdo con lo anterior, no hubo recuperación 
en el número de neuronas TH‐ir en la SNpc (que permanece reducido entre un 20‐25% incluso 30 días 
después del tratamiento), lo que confirma la idea de que la pérdida de estas neuronas es permanente, 
a pesar de la recuperación parcial de los terminales dopaminérgicos que se produce en el estriado. Es 
probable que la principal fuente de recuperación de terminales TH‐ir sea un crecimiento de terminales 
partir de  las neuronas dopaminérgicas que  sobreviven en  la  SNpc. A pesar de esta  recuperación,  la 
inmunorreactividad estriatal de TH permanece reducida (un 16%) 30 días después del tratamiento con 
la droga.  
  Los efectos neurotóxicos de la metanfetamina tienen como consecuencia deficiencias motoras 
transitorias 
  Los  efectos  neurotóxicos  de  la  metanfetamina  tuvieron  consecuencias  funcionales,  aunque 
transitorias: se observó una drástica disminución del movimiento horizontal y vertical de los ratones y 
de su coordinación motora, 1 día después de la droga. Sin embargo, a los 7 días, los animales se habían 
recuperado  de  estos  déficits motores.  (Fig.  5,  pág.  49) Aunque  los  efectos  tóxicos  sistémicos  de  la 
metanfetamina  pueden  contribuir  a  la  pérdida  selectiva  de  terminales  dopaminérgicos  (Halpin  y 
Yamamoto 2012), las disfunciones motoras que observamos parecen deberse únicamente a la pérdida 
de  terminales  en  el  estriado,  tal  y  como  se  ha  demostrado  en  consumidores  humanos  de 
metanfetamina  (Volkow  et  al.  2001a,  b; McCann  et  al.  1998).  El  curso  temporal de  las deficiencias 
motoras fue paralelo al de la degeneración y recuperación parcial de los terminales dopaminérgicos, y 
el hecho de que  las deficiencias motoras se recuperaran por completo sugiere que no se deben a  la 
pérdida  permanente  de  neuronas  dopaminérgicas  (20‐25%)  en  la  SNpc.  Nuestros  resultados  con 
metanfetamina  confirman  una  vez más  que  es  necesario  tener  ciertos  niveles  de  dopamina  en  el 
estriado para que la actividad y la coordinación motora sean normales (Rodrigues et al. 2007). Una vez 
que los terminales dopaminérgicos se han recuperado parcialmente, alcanzando al menos el 78% de la 
inervación vista en  los salinos, ya producen suficiente dopamina para que  la neurotoxicidad sea sub‐
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sintomática.  Estos  resultados  están  de  acuerdo  con  lo  que  ocurre  en  los  modelos  animales  de 
enfermedad de  Parkinson,  en  los que  se observan déficits motores  tras una pérdida del  80% de  la 
dopamina en el estriado y del 30‐60% de  las neuronas dopaminérgicas de  la SNpc  (Burke y O'Malley 
2012;  Fearnley  y  Lees  1991),  lo que  indica que  la metanfetamina podría destruir muchas neuronas 
dopaminérgicas sin que se observaran síntomas de Parkinson (Davidson et al. 2001).  
  Mecanismo de degeneración de la vía nigroestriatal 
  La hipótesis con respecto a la degeneración de esta vía en la enfermedad de Parkinson es que las 
neuronas  de  la  SNpc  degeneran  a  través  de  una  axonopatía  retrógrada,  en  la  que  la  degeneración 
comienza en el axón distal y continúa hacia el cuerpo neuronal (Burke y O'Malley 2012). Esta  idea no 
pudo  ser  confirmada  con  nuestros  resultados,  que  indican  que  estos  dos  procesos,  la  pérdida  de 
terminales y de  los cuerpos neuronales en  la SNpc, ocurrieron simultáneamente. La degeneración de 
las neuronas y los terminales se empezó a observar a las 3‐12h y llegó al máximo entre 1 y 3 días tras la 
metanfetamina,  lo  que  nos  hace  pensar  en  un  efecto  directo  de  la  droga  sobre  las  neuronas  y  los 
terminales, en lugar de en una degeneración retrógrada como sugiere un informe anterior (Davidson et 
al.  2001).  Varios  datos  constatan  que  los mecanismos moleculares  de  la  degeneración  axonal  son 
distintos e independientes de los de la degeneración de los somas neuronales (Burke y O'Malley 2012; 
Coleman et al. 2005; Raff et al. 2002; Ries et al. 2008). Esta  idea se refuerza por el hecho de que  la 
inactivación  genética  del  factor  de  transcripción  Nrf2  potencia  el  daño  de  los  terminales 
dopaminérgicos sin afectar la supervivencia de las neuronas en la SNpc (Granado et al. 2011b). En línea 
con esto, las mutaciones homocigotas dobles de las quinasas N‐terminal c‐jun (jnk) 2 y 3 (jnk2 y jnk3) 
dan lugar a la anulación completa de la apoptosis y a la supervivencia prolongada de toda la población 
de neuronas dopaminérgicas, sin ofrecer ninguna protección contra la degeneración axonal (Ries et al. 
2008). Esta idea se ve reforzada por el hecho de que no se detectan diferencias significativas entre la 
degeneración  neuronal,  en  la  SNpc,  inducida  por  la  administración  de  una  única  dosis  alta  de 
metanfetamina  y  en  la  inducida  por  regímenes  de múltiples  dosis más  bajas,  a  pesar  de  la  gran 
influencia del  régimen de dosificación en  los efectos neurotóxicos de  los  terminales dopaminérgicos 
del estriado.  
  Los mecanismos que median  la degeneración de  las neuronas dopaminérgicas de  la SNpc por 
metanfetamina parecen  incluir más de una vía conocida de muerte celular. Anteriormente, habíamos 
observado la aparición de cuerpos apoptóticos en la SNpc detectados con tinción de Nissl después de 
la metanfetamina (Fig. 5 pág. 64 y Fig. 9, pág. 100) (Ares‐Santos et al. 2012; Granado et al. 2011b). Más 
recientemente,  también  hemos  observado  neuronas  necróticas  eosinofílicas  en  esta  área  tras  la 
administración  de  metanfetamina  (Fig  4,  pág  48).  La  necrosis  y  la  apoptosis  pueden  ocurrir  por 
separado como procesos  independientes, en combinación, o como eventos secuenciales (Davidson et 
al. 2001). Los resultados de la investigación in vitro con modelos de cultivo de células dopaminérgicas 
apuntan a  la activación de  la cascada de  la apoptosis que  implica  la caspasa‐3 y  la fragmentación del 
ADN en  la neurodegeneración de estas células, y  sugieren que otros  factores pueden contribuir a  la 
muerte celular, incluyendo el estrés del retículo endoplasmático (RE), la disfunción de la ubiquitina y el 
deterioro  de  la  autofagia  (Kanthasamy  et  al.  2011;  Larsen  et  al.  2002).  Serían  necesarias  nuevas 
investigaciones para  caracterizar mejor  el proceso que  lleva  a  esta neurodegeneración  y  definir  los 
distintos mecanismos que pueden mediar la neurodegeneración axonal y somática.  
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  Similitudes con la neurotoxicidad observada en consumidores humanos de metanfetamina 
  Nuestros  resultados  son  consistentes  con  artículos  recientes  que  muestran  que  los 
consumidores de metanfetamina  tienen un mayor  riesgo de desarrollar  la enfermedad de Parkinson 
(PD) (Callaghan et al. 2010, 2012), y con otros estudios que muestran déficits en  la actividad motora 
asociados con pérdida de DAT en  los núcleos caudado y putamen (Volkow et al. 2001a, b; McCann et 
al. 1998). Se ha descrito una recuperación parcial de  los marcadores dopaminérgicos, similar a  la que 
vemos en ratones, en el estriado de los consumidores humanos después de un tiempo de abstinencia 
(Volkow et al. 2001a). A pesar de ello, la persistencia de la pérdida de terminales de dopamina también 
se ha documentado después de 11 meses (Volkow et al. 2001a) ó 3 años de abstinencia (McCann et al. 
1998), lo que concuerda con la persistencia de la pérdida de los terminales dopaminérgicos que vemos 
a los 30 días en nuestro modelo. Sin embargo, hasta la fecha, no hay evidencias anatómicas directas de 
la  destrucción  de  neuronas  dopaminérgicas  en  la  SNpc  de  los  consumidores  humanos,  aunque  hay 
pruebas de cambios neurodegenerativos: por ejemplo,  se ha visto una disminución específica de  las 
neuronas pigmentadas en la SN de los consumidores de metanfetamina, similar a la observada en los 
pacientes  de  PD  (Büttner  y Weis  2006;  Büttner  2011).  Por  otra  parte,  la morfología  de  la  SN  en 
individuos  con  historial  de  abuso  de  estimulantes,  incluyendo  la  metanfetamina,  es  anormal, 
presentando cambios en  la sonografía transcraneal asociados con una menor captación de dopamina 
en  el  estriado  y  un  mayor  riesgo  para  el  desarrollo  de  PD  (Todd  et  al.  2013).  Además,  la  baja 
disminución  (5%)  en  el  marcador  neuronal  N‐acetil  aspartato  descrita  en  el  estriado  de  los 
consumidores  de metanfetamina  ya  abstinentes  (Ernst  et  al.  2000)  está  de  acuerdo  con  nuestros 
resultados que  indican muerte celular en el estriado en tasas muy bajas, pero significativas, (<0,17%, 
considerando  una  población  de  1,72 millones  de  neuronas  en  el  estriado  de  los  ratones  C57BL/6J 
[Rosen y Williams 2001]), después de la administración de metanfetamina. 
  La  inactivación  genética  de  los  receptores  D1  o  D2  protege  frente  al  daño  dopaminérgico 
producido por metanfetamina  
Los  primeros  estudios  que  implicaron  a  los  receptores  dopaminérgicos  en  los  efectos 
neurotóxicos de  la metanfetamina eran estudios  farmacológicos que empleaban antagonistas de  los 
receptores  de  las  familias  D1  o  D2.  Estos  agentes  protegen  parcial  o  completamente  frente  a  la 
toxicidad dopaminérgica inducida por la metanfetamina, y también evitan la respuesta hipertérmica. El 
pretratamiento con SCH 23390, (un antagonista de  los receptores dopaminérgicos de  la familia D1) o 
con  eticlopride,  raclopride  o  sulpiride  (antagonistas  de  los  receptores  de  la  familia  D2)  atenúa  la 
pérdida de dopamina y sus metabolitos y de los niveles de expresión y actividad de TH y DAT (Albers y 
Sonsalla 1995, Angulo et al. 2004; Broening et al. 2005; Metzger et al. 2000; O’Dell et al. 1993; Sonsalla 
et al. 1986;  Xu  et al. 2005).  También  se ha descrito que  el  SCH23390  y  el  raclopride previenen  los 
aumentos de la proteína GFAP y la pérdida de neuronas estriatales inducidas por metanfetamina (Xu et 
al. 2005).  
Sin  embargo,  los  antagonistas  farmacológicos  empleados  no  son  específicos  y  también 
bloquean otros receptores de la misma familia o de otro tipo, como es el caso del SCH23390 (Briggs et 
al.  1991; Millan  et  al.  2001).  Por  ello,  estos  resultados  son  inconclusos,  ya que no dejan  claro qué 
subtipos  de  receptores  dopaminérgicos  están  involucrados  en  este  proceso.  Nuestros  resultados 
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muestran  por  primera  vez  que  los  subtipos  D1  y  D2  están  selectivamente  implicados  en  la 
neurotoxicidad  de  la  metanfetamina  sobre  los  terminales  y  somas  dopaminérgicos  de  la  vía 
nigroestriatal.  Así,  la  inactivación  individual  de  estos  receptores  (D1  ó  D2)  protege  frente  a  la 
neurotoxicidad dopaminérgica, evidenciada por  la disminución en  la   pérdida de dopamina, TH y DAT 
en el estriado (Fig. 1,2 pág. 62,76 y 77). La falta del receptor D1 o del D2 bloquea también la pérdida de 
neuronas dopaminérgicas de  la SNpc y evita  la microgliosis y astrogliosis reactiva tanto en el estriado 
como en la SN tras la metanfetamina (Fig. 3, 5 pág. 63, 64 y Fig. 5, 6 y 8, pág. 80 y 82).  
  El bloqueo de la hipertermia inducida por la metanfetamina contribuye, aunque no justifica la 
protección conferida por la inactivación de los receptores D1 ó D2.  
Nuestros  resultados  son  consistentes  con  los  estudios  previos  que  muestran  que  los 
antagonistas farmacológicos de los receptores D1/D5 y D2/D3/D4 inhiben la hipertermia inducida por 
metanfetamina (Broening et al. 2005). De hecho, en los ratones D1−/− o D2−/−, la primera inyección de la 
droga indujo una marcada hipotermia. Las dosis posteriores no provocaron aumentos significativos de 
la temperatura corporal (Fig. 1a, pág. 62 y Fig. 1 a pág. 76). Por lo tanto, parecía posible que los efectos 
protectores  observados  por  la  inactivación  del  receptor  D1  o  del  receptor  D2  se  debieran  a  la 
hipotermia presentada tras la primera inyección de metanfetamina o a la ausencia de hipertermia tras 
las siguientes administraciones. Para dilucidar el papel de  la respuesta térmica en  la neuroprotección 
observada con la inactivación del receptor D1 o D2, se administró metanfetamina a ratones D1−/− y D2−/
− en una sala a mayor temperatura ambiente (29‐30ºC), condiciones que potencian la hipertermia y la 
neurotoxicidad de  la metanfetamina  (Bowyer et al. 1994; Granado et al. 2011a; Miller y O'Callaghan 
2003). En estas condiciones,  la metanfetamina  indujo hipertermia en  los animales D1−/−,  similar a  la 
observada  en  animales WT  tratados  con metanfetamina  en  un  ambiente  a  temperatura  estándar 
(23ºC)  (Fig. 6a, pág. 65). Estos  resultados demuestran que el  receptor D1 es necesario para que  se 
produzca  la  respuesta hipertérmica de  la metanfetamina  a  temperatura  ambiente estándar  (23  °C), 
pero no a 29 °C. Además,  la neuroprotección proporcionada por  la inactivación del receptor D1 no se 
observó  cuando  los  animales  D1−/−  fueron  tratados  con  la  metanfetamina  a  29°C  y  presentaron 
hipertermia (Fig. 6b,c pág. 65), apoyando  la  idea de que  los efectos protectores de  la  inactivación del 
receptor D1 se deben, al menos en parte, a la falta de respuesta hipertérmica. Sin embargo, los ratones 
D2−/− presentaron hipotermia,  incluso cuando  la metanfetamina se administró a elevada temperatura 
ambiente (29‐30 °C) (Fig. 3, pág. 78). La dificultad para separar la neuroprotección de la atenuación de 
hipertermia después de la inactivación del receptor D2 no permite tampoco descartar completamente 
que el receptor D2 tenga un papel específico en la neurotoxicidad inducida por metanfetamina, ya que 
es  posible  que  la  ausencia  de  la  hipertermia medie  la  neuroprotección  observada  en  ausencia  del 
receptor D2. Lo que está claro es que la hipertermia inducida por metanfetamina requiere un receptor 
D2 funcional, mientras que otros miembros de esta familia de receptores, D3 y D4, no son necesarios 
para que se dé esta repuesta hipertérmica. 
La temperatura corporal es un factor importante en las respuestas tóxicas a la metanfetamina 
(Krasnova y Cadet, 2009; Yamamoto et al. 2010) y se ha demostrado que potencia la función del DAT 
(Xie et al. 2000), y aumenta la producción de radicales libres y la oxidación de dopamina en el cerebro 
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(Kil et al. 1996; LaVoie y Hastings 1999; Spencer et al. 2002). Sin embargo, nuestros resultados están de 
acuerdo  con  la  idea  previamente  expuesta  de  que  la  hipertermia  puede  contribuir,  pero  no  es 
necesaria  para  la  neurotoxicidad  dopaminérgica  inducida  por  la metanfetamina  (Albers  y  Sonsalla 
1995; Fumagalli et al. 1998; Granado et al. 2011a; Thomas et al. 2008b), ya que  la  inactivación de  los 
receptores D1  ó D2  tiene  un  papel  en  la  neuroprotección  por mecanismos  que  van más  allá  de  la 
prevención de  la hipertermia  inducida por metanfetamina: el tratamiento con reserpina produjo una 
marcada hipotermia en  los animales WT y D1−/−, y a pesar de ello potenció  los efectos  tóxicos de  la 
metanfetamina sobre los terminales dopaminérgicos en ambos genotipos (Fig. 8 pág. 66) lo que indica 
que  los efectos protectores de  la  inactivación del receptor D1 son el resultado de otros mecanismos 
distintos  a  la  inhibición  de  la  hipertermia.  Un  estudio  posterior  al  nuestro  ha  mostrado  que  la 
administración  intraestriatal  de  SCH23390  confiere  protección  frente  a  la  toxicidad  dopaminérgica 
inducida por metanfetamina en el estriado sin afectar a la respuesta hipertérmica, confirmando la idea 
de que el bloqueo del receptor D1 confiere protección por mecanismos independientes a la atenuación 
de la hipertermia (Friend y Keefe 2013). En el caso de los animales D2−/−, ni siquiera el pretratamiento 
con reserpina  fue capaz de abolir el efecto neuroprotector de  la  inactivación del receptor D2  (Fig. 4, 
pág. 79). Estos resultados sugieren que  la neuroprotección conferida por  la  inactivación del receptor 
D2  no  es  completamente  dependiente  de  la  hipotermia  ya  que  las  temperaturas  rectales  tras  la 
administración  de  metanfetamina  de  los  ratones WT  reserpinizados  y  la  de  los  ratones  D2−/−  sin 
reserpinizar fueron muy similares, mientras que los efectos neurotóxicos fueron claramente diferentes 
en estos dos grupos.  
La  inactivación  del  receptor  D1  reduce  el  contenido  total  de  dopamina  pero  aumenta  la 
dopamina vesicular 
  El menor  contenido  y  reciclaje  de  dopamina  que  tienen  los  ratones  D1−/−  (Fig.  1a  pág.  62) 
también puede ser determinantes en su resistencia a la neurotoxicidad de la metanfetamina, ya que se 
traducirían en un menor aumento de dopamina citosólica tras  la administración de metanfetamina y 
por  lo  tanto,  en menos  sustratos  para  la  generación  de  ROS  inducida  por metanfetamina  (Cadet  y 
Brannock 1998; Krasnova y Cadet 2009; LaVoie y Hastings 1999). Esta hipótesis se ve apoyada también 
por  nuestros  experimentos  con  αMPT,  un  agente  farmacológico  que  bloquea  la  actividad  de  la  TH 
inhibiendo la síntesis de dopamina y disminuyendo, por tanto, los niveles de la dopamina citosólica. El 
pretratamiento con αMPT, que protege contra la toxicidad de metanfetamina (Albers y Sonsalla 1995; 
Thomas et al. 2008b),  induce efectos protectores más pronunciados en  los  ratones D1−/− que en  los 
controles WT (Fig. 7 pág. 65). Esto puede deberse a  la menor actividad de  la TH, ya que  la síntesis de 
dopamina  también  es menor  en  los  ratones  D1−/−  que  en  los WT,  como  se muestra  en  nuestros 
experimentos por HPLC. Esto está de acuerdo con estudios previos que muestran que la αMPT es más 
eficaz bloqueando  la actividad TH en ratones DAT−/− con menor contenido de dopamina  (Jones et al. 
1998). El menor contenido y reciclaje de dopamina observado en los D1−/− podrían ser el resultado de 
una disminución de la síntesis de dopamina en estos animales: es decir, la falta del receptor D1 podría 
cambiar  la  tasa  de  síntesis  de  dopamina,  como  se  ha  demostrado  tras  la manipulación  de  otros 
componentes  del  sistema  dopaminérgico  como  con  la  inactivación  del  receptor D2  (Granado  et  al. 
2011a; Tinsley et al. 2009) o del DAT (Jaber et al. 1999; Jones et al. 1998). 
Discusión 
112 
  Otro posible mecanismo responsable de los efectos protectores observados en los ratones D1−/− 
podría estar relacionado con la diferente distribución de dopamina en el terminal, ya que como se ha 
descrito previamente, la dopamina citosólica está directamente implicada en los efectos neurotóxicos 
de  la metanfetamina, mientras que  la dopamina vesicular no está  involucrada (Fumagalli et al. 1999; 
Thomas et al. 2008b). Para  confirmar esta hipótesis,  realizamos experimentos de voltametría  cíclica 
(FSCV)  para  estudiar  la  liberación  de  dopamina  en  condiciones  basales  y  en  presencia  de 
metanfetamina en ratones de ambos genotipos. Los ratones D1−/− presentan una mayor  la  liberación 
de dopamina que  los ratones control  tras un pulso eléctrico. El aumento de esta  liberación  inducido 
por  la presencia de metanfetamina en el medio,  también  fue mayor en  los  ratones D1−/− que en  los 
controles  (Fig. 9, pág. 67). Estos  resultados  concuerdan  con estudios  anteriores que mostraron una 
mayor  la  liberación de dopamina  tras el  tratamiento con SCH23390 en presencia de metanfetamina 
(O’Dell  et  al.  1993).  El  pico  de  la  liberación  de  dopamina  es  resultado  del  equilibrio  entre  los 
mecanismos de liberación sináptica y de recaptación de dopamina, mientras que el curso temporal de 
la subsiguiente disminución de  los niveles de dopamina refleja  la competencia entre  los mecanismos 
de recaptación a través del DAT y de difusión (Bull et al. 1990; Wightman y Zimmerman, 1990). Por lo 
tanto, nuestros experimentos  indican que  los ratones D1−/− tienen una mayor  liberación de dopamina 
vesicular y una menor capacidad de recaptación que los animales WT, a pesar del menor contenido de 
dopamina basal, lo que sugiere que los animales D1−/− almacenan más dopamina en las vesículas y, por 
lo  tanto,  tienen menor  contenido  de  dopamina  citosólica  que  los WT,  proporcionando  una  posible 
explicación de por qué  la metanfetamina  induce un menor daño dopaminérgico en  los ratones D1−/− 
(Ver figura 12, pág. 113). 
El mayor contenido de dopamina vesicular en los ratones D1−/− también se pone de manifiesto 
en nuestro experimento con reserpina, que suprime  la acumulación vesicular de monoaminas (Henry 
et  al.  1987,  1998;  Kirshner  1962  a,  b).  La  liberación  de  la  dopamina  desde  las  vesículas  al  citosol, 
inducida por reserpina, hizo que los ratones D1−/− presentaran la misma neurotoxicidad dopaminérgica 
tras  la  metanfetamina  que  los  WT  (Fig.  8  pág.  66).  Esta  idea  también  concuerda  con  los  datos 
obtenidos  cuando  se  administró  metanfetamina  a  alta  temperatura  ambiente,  29  ºC.  En  estas 
condiciones,  los animales D1−/− presentaron hipertermia después de  la segunda y tercera  inyecciones 
de metanfetamina, muy similar a la observada en los animales WT tratados con metanfetamina a 23 °
C.  Sin  embargo,  hubo  una  potenciación  drástica  de  la  neurotoxicidad  en  los  animales  D1−/−  en 
comparación con los WT, a pesar de presentar respuestas hipertérmicas muy similares (Fig. 6, pág. 65). 
La mayor  liberación  de  dopamina  de  los  ratones D1−/−,  junto  con  el  hecho  de  que  la  temperatura 
potencia la recaptación de dopamina a través del DAT (Volz et al. 2006), resultarían en mayores niveles 
citosólicos  de  dopamina,  produciendo  por  lo  tanto  una  potenciación  de  la  neurotoxicidad 
dopaminérgica inducida por metanfetamina en los ratones D1−/− tratados con la droga a 29 °C. 
La menor  actividad  del  DAT  en  ausencia  del  receptor  D2  es  en  parte  responsable  de  la 
protección observada en los animales D2−/− 
  Entre los posibles mecanismos independientes de la hipertermia que median la neuroprotección 
observada por  la  inactivación del  receptor D2, hay pruebas  fehacientes de que  la actividad del DAT 
estriatal, que es crucial para  la neurotoxicidad dopaminérgica (Fumagalli et al. 1998; Manning‐Bog et 
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al. 2007), está reducida en ausencia del receptor D2 (Dickinson et al. 1999; Afonso‐Oramas et al. 2009). 
Esta  disminución  de  la  actividad  DAT  producida  por  la  inactivación  del  receptor  D2  disminuye  la 
recaptación de dopamina,  lo que resulta en menores niveles de dopamina citosólica que, como en el 
caso  de  la  inactivación  del  receptor D1,  parecen mediar  la  neuroprotección  por  la  inactivación  del 
receptor D2.  
  Además, los resultados de experimentos de voltametría muestran que la metanfetamina induce 
una  liberación de dopamina significativamente menor en  los animales D2−/−,  lo que  indica que estos 
ratones tienen menos dopamina vesicular (Fig. 9 pág. 67). Esto concuerda con resultados de estudios 
previos que muestran que el  tratamiento con eticlopride atenúa  la  liberación de dopamina  inducida 
por  metanfetamina  (O’Dell  et  al.  1993).  Esta  hipótesis  también  coincide  con  la  reducción  de  la 
neurotoxicidad  inducida  por  metanfetamina  observada  en  ratones  D2−/−  reserpinizados,  en 
comparación con los controles WT, ya que la reserpina potencia la neurotoxicidad de la metanfetamina 
porque libera la dopamina vesicular al citosol (Albers y Sonsalla 1995; Henry et al. 1998).  
Figura 12. Distribución de dopamina en los terminales dopaminérgicos estriatales en animales WT, D1−/− y D2−/− 
Los animales D1−/− tienen menos dopamina estriatal, pero más dopamina vesicular y menos dopamina citosólica 
que los animales WT. Sin embargo, los animales D2−/− tienen menos dopamina citosólica y más dopamina extra‐
celular que los animales WT. Esto puede deberse a su menor recaptación de dopamina dada la menor actividad 
del DAT en ausencia del receptor D2 (Modificado de Ares‐Santos et al. 2013b).  
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  Aunque los niveles basales de dopamina son similares en los ratones D2−/− y en los WT, los D2−/− 
muestran un mayor contenido de DOPAC y HVA que indica un mayor reciclaje de dopamina (datos no 
mostrados)  (Ares‐Santos et al. 2011¸ Tinsley et al. 2009). Además,  los D2−/−  tienen menos dopamina 
intracelular  (con menos dopamina citosólica y vesicular) y mas dopamina en el espacio extracelular. 
Nuestros resultados  indican que el menor contenido de dopamina vesicular y su menor  liberación al 
citosol,  junto  con  la  menor  recaptación  parecen  mediar  la  neuroprotección  conferida  por  la 
inactivación del receptor D2 (Figura 12, pág. 113). 
  Relación entre el bloqueo de la apoptosis estriatal por inactivación de los receptores D1 o D2 y 
la protección del daño sobre los terminales dopaminérgicos 
Como  se ha descrito que  el bloqueo de  los  receptores D1  y D2  con  SCH23390 o  raclopride 
bloquea  la  apoptosis  estriatal  inducida  por  metanfetamina  (Xu  et  al.2005)  y  que  esta  apoptosis 
estriatal es anterior a  la pérdida de terminales dopaminérgicos  (Zhu et al. 2005),  la atenuación de  la 
muerte  de  neuronas  estriatales  inducida  por  metanfetamina  por  la  inactivación  del  D1  o  del  D2 
también podría  contribuir  a  la neuroprotección presináptica observada  en  ratones D1−/−  y D2−/−. De 
acuerdo  con  esta  idea,  estudios  anteriores  han  demostrado  que  el  pretratamiento  con  SCH23390 
reduce  la expresión estriatal  inducida por metanfetamina de varios genes relacionados con estrés del 
RE, como ATF4, ATF6, junto con la de proteínas de choque térmico involucradas en la apoptosis y en la 
muerte celular (Jayanthi et al. 2009). Además, el bloqueo de D1/D5 puede prevenir  la neurotoxicidad 
estriatal al  suprimir  la activación de  las  caspasas 3  y 8, mediadores de  la  vía de muerte apoptótica 
dependiente de calcineurina/NFAT/FasL (Jayanthi et al. 2005; Krasnova y Cadet 2009). Por otra parte, 
el pretratamiento con raclopride atenúa parcialmente los aumento inducidos por metanfetamina en la 
expresión de la proteína CHOP, relacionada con estrés de RE, y de la caspasa 12 (Beauvais et al. 2011). 
Sin embargo, el estudio de Zhu et al. 2005 que propone que la muerte estriatal precede a la pérdida de 
neuronas  dopaminérgicas,  empleaba  un  protocolo  de  administración  de  una  única  dosis  alta  de 
metanfetamina  (1x30)  y  veía  un  alto  porcentaje  de  apoptosis  estriatal  a  las  24h, mientras  que  la 
pérdida de terminales del estriado se apreciaba a  las 24h pero era máxima a  los 3d del tratamiento. 
Por el contrario, en nuestros estudios con animales D1−/− y D2−/−   (Ares‐Santos et al. 2012, Granado et 
al. 2011a) empleamos un régimen de administración de dosis bajas repetidas (3x5) de metanfetamina 
que no produce aumentos significativos en el numero de neuronas que degeneran en el estriado a las 
24h mientras que produce una degeneración de terminales dopaminérgicos que comienza las 3‐12h y 
es máxima  a  las  24h de  la  administración de  la droga  (Ares‐Santos  et  al.  2013c).  Por  lo  tanto,  con 
nuestro  régimen  empleado  no  parece  probable  que  el  bloqueo  de  la  apoptosis  estriatal  por 
inactivación  de  los  receptores  D1  ó  D2  esté  mediando  la  protección  sobre  los  terminales 
dopaminérgicos, aunque esto sí podría suceder con el régimen de administración de una única dosis 
elevada (1x30). 
El  bloqueo  de  los  aumento  de  expresión  de  iNOS  puede  contribuir  a  la  protección  por 
inactivación de los receptores D1 o D2 
La  administración  de  dosis  bajas  repetidas  de  metanfetamina  produce  aumentos  en  la 
expresión  de  la  enzima  óxido  nítrico  sintasa  inducible  (iNOS)  en  el  estriado  1  día  después  de  la 
administración de la droga, que no se dan en ausencia de los receptores D1 ó D2 (Fig. 4 pág. 64, Fig., 7, 
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pág. 81). Esta enzima, que apenas se expresa en condiciones basales y que es inducida por citoquinas 
durante reacciones  infamatorias, puede producir grandes cantidades de NO que se han  implicado de 
por sí en los efectos neurotóxicos de la metanfetamina (Itzhak et al. 1999). Pero además, el NO puede 
combinarse  con  superóxido  para  formar  peroxinitrito,  un  potente  oxidante  que  puede  producir  la 
nitración de proteínas, peroxidación de  lípidos y daño al ADN y mediar  la degeneración  (Anderson e 
Itzhak 2006). Ya hemos  comentado que  se pueden observar  terminales nitrados degenerando en el 
estriado de los ratones tratados con la droga (Fig. 5, pág. 49). La inactivación genética de los receptores 
D1 o D2 bloquea  los aumentos  inducidos por metanfetamina en  los niveles de  iNOS,  lo  cual podría 
explicar la atenuación del daño dopaminérgico en el estriado que se observa en estas condiciones. Sin 
embargo una  revisión  reciente  concluye que el NO puede  contribuir a  la neurotoxicidad pero no es 
suficiente para provocarla (Friend et al. 2013). 
  Potenciación  del  daño  inducido  por  metanfetamina  a  los  terminales  dopaminérgicos  en 
ausencia de Nrf2 
  La  falta de Nrf2 exacerba  la neurotoxicidad de  la metanfetamina, en particular en el estriado, 
donde potencia  la pérdida de  terminales dopaminérgicos, pero  también de neuronas estriatales 24h 
después del tratamiento (Fig. 2 y 7, pág. 93, 98). En un estudio previo con ratones Nrf2−/− no se observó 
esta diferencia (Pacchioni et al. 2007). Esta discrepancia puede deberse a una diferencia en el tiempo 
en el que se observan  los efectos: Pacchioni et al realizaron  las determinaciones de  los niveles de  los 
marcadores dopaminérgicos dos semanas después de  la administración de  la metanfetamina, cuando 
ya  hay  una  considerable  recuperación  dopaminérgica  (Ares‐Santos  et  al.  2013c).  Por  el  contrario, 
nosotros evaluamos la integridad dopaminérgica a las 24 h de la administración de la droga, cuando el 
daño o la pérdida de marcadores dopaminérgicos es máxima (Fig. 5, pág. 49) (Ares‐Santos et al. 2013c, 
2012; Granado et al. 2011), lo que nos permite ver mejor las diferencias entre los genotipos.  
  La  falta  de Nrf2  potencia  la  neurotoxicidad  estriatal  por mecanismos  independientes  de  la 
potenciación de la hipertermia 
  En  nuestro  estudio,  los  cambios  de  temperatura  corporal  de  los  animales  Nrf2−/−  fueron 
ligeramente superiores a los de los WT, y presentaron también una mayor degeneración en el estriado 
(Fig. 1a, pág. 92). Es posible que  los  ratones que  carecen de  factor de  transcripción Nrf2  sean más 
sensibles a  la desregulación de  la temperatura corporal después del tratamiento con metanfetamina, 
debido  a  una  reducción  de  sus  defensas  antioxidantes  y  a  un  aumento  del  estrés  oxidativo.  Sin 
embargo,  el  aumento  de  la  hipertermia  no  es  necesario  para  la  potenciación  de  los  efectos 
neurotóxicos de  la metanfetamina que se observa en  los ratones Nrf2−/−, ya que en  los experimentos 
llevados a cabo a temperatura ambiente ligeramente más baja (21 °C) los ratones Nrf2−/− no mostraron 
mayor  hipertermia  que  los WT  después  de  la  administración  de metanfetamina  y,  a  pesar  de  ello, 
presentaron mayor pérdida de fibras TH en el estriado que los ratones WT.  
El Nrf2  activa  la  defensa  antioxidante  para  proteger  frente  a  la  neurotoxicidad  estriatal  de  la 
metanfetamina 
  De acuerdo con nuestros  resultados,  las neuronas dopaminérgicas de  los animales Nrf2−/−  son 
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también más sensibles a la neurotoxina MPTP, usada como modelo de PD (Chen et al. 2009; Rojo et al. 
2010). Esta sensibilidad es evidente con una amplia gama de dosis de MPTP (10‐30 mg/kg, Chen et al. 
2009). La deficiencia de Nrf2 aumenta  la pérdida de  fibras TH en el estriado del ratón después de  la 
administración crónica de MPTP, debido a  la disminución de  las defensas antioxidantes y al aumento 
de la inflamación. El Nrf2 está implicado en la síntesis de enzimas de la fase 2 de desintoxicación que 
coordinan la respuesta protectora al estrés oxidativo. La disminución de la expresión de enzimas de la 
fase 2 es probablemente una de  las razones por  las que  los ratones Nrf2−/− son más susceptibles a  la 
neurotoxicidad  inducida  por MPTP  y  por  lipopolisacárido,  otras  toxinas  que  también  generan  ROS 
(Chen et al. 2009; Innamorato et al. 2008; Rangasamy et al. 2004; Rojo et al. 2010; Thimmulappa et al. 
2006  a,  b).  Es  probable  que  un mecanismo  similar  se  produzca  después  de  la  administración  de 
metanfetamina en ausencia de Nrf2: Los genes regulados por los elementos de respuesta antioxidante 
(ERA)  en el estriado,  incluyendo HO‐1  y otros  genes  antioxidantes  como CuZnSOD, MnSOD, Gclm  y 
GPx,  se  inducen  en  los WT  pero  no  en  los  animales  que  carecen  de Nrf2  tras  el  tratamiento  con 
metanfetamina  (Fig. 5 pág. 96),  lo que  lleva a un aumento del estrés oxidativo, a  la acumulación de 
ROS (Chen et al. 2009) y, en última instancia, a la pérdida de terminales dopaminérgicos. 
  En  un  estudio  reciente,  Jayanthi  et  al.  (2009) muestran  la  activación  estriatal  de Nrf2  tras  el 
tratamiento con  la metanfetamina. Nuestro hallazgo de que  los ratones deficientes en Nrf2 son más 
sensibles que los WT al daño estriatal inducido por esta droga demuestra que la activación del Nrf2 es 
parte  de  una  respuesta  defensiva.  El  estudio  de  Jayanthi  et  al.  también  demuestra  la  activación, 
inducida por metanfetamina, de  la  respuesta de estrés de RE. En base a  sus datos,  resulta  tentador 
especular que la activación de la respuesta de estrés de RE conduce a la inducción de Nrf2 estimulada 
por  la metanfetamina. En efecto, el grupo de Diehl ha demostrado que PERK, una proteína quinasa 
necesaria para  la  respuesta  celular  al  estrés de RE,  fosforila  y  activa Nrf2  (Cullinan  et al. 2003). De 
acuerdo con esta hipótesis,  se observó un pequeño  incremento de CHOP, una proteína crítica en  la 
respuesta a estrés de RE. Sin embargo, no hemos visto un aumento consistente en BIP, otra proteína 
que marca estrés de RE (datos no mostrados). El estudio de Jayanthi et al. se hizo con ratas y usaba un 
paradigma  diferente  de  dosificación  y  observaba  los  cambios  a  otros  tiempos;  cualquiera  de  estos 
factores  puede  dar  cuenta  de  la  discrepancia  entre  sus  resultados  y  los  nuestros.  Además,  será 
necesario seguir trabajando para comparar  la respuesta de estrés de RE, vista en el estriado de rata, 
con la de los ratones WT y Nrf2−/−. 
La  gliosis  reactiva  inducida  por  metanfetamina  se  atenúa  con  la  inactivación  de  los 
receptores D1 ó D2 y se potencia en el estriado ausencia del Nrf2.  
El  tratamiento  con  metanfetamina  y  otros  derivados  anfetamínicos  como  el  MDMA  (  o 
´”extasis”)  producen  aumentos  en  la  reactividad  microglial  y  astroglial  que  acompañan  a  la 
degeneración  de  terminales  dopaminérgicos  en  el  estriado.  El  estudio  del  curso  temporal  de  la 
activación glial  indica que  la microglía tiene un pico de activación a  las 24h del tratamiento con dosis 
bajas repetidas de estas drogas (Fig. 3 y 5, pág. 63 y 64, Fig. 6 y 8, pág. 80 y 82, Fig. 4 y 8, pág. 95 y 99).  
Como ya  se explica en  la  introducción, esto puede ocurrir  rápidamente después de  ciertos  tipos de 
daño en SNC y se considera un marcador farmacológico selectivo del daño en  los terminales inducido 
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por anfetaminas  (Thomas et al. 2004). Además, estas células presentan antígenos que se activan por 
inflamación, daño y enfermedad y  secretan especies  reactivas que  incluyen prácticamente  todas  las 
especies  reactivas  implicadas  en  la  neurotoxicidad  inducida  por  los  derivados  anfetamínicos, 
incluyendo ROS, RNS  (Cadet  et al. 1994, 2007;  Imam  et al. 2001).  Se ha  sugerido que  la  activación 
microglial representa más que una respuesta al daño directo por la neurotoxicidad de las anfetaminas 
(Thomas et al 2004). Por otro lado, la activación de los astrocitos alcanza su máximo nivel entre 3 y 7 
días después del  tratamiento  (Ares‐Santos et al 2012, Granado et al 2008b, 2011a)  resultados éstos 
que apoyan  trabajos previos en  la misma dirección  (O’Callaghan  Jensen 1992).  La gliosis  reactiva es 
considerada  una  reacción  universal  de  daño  en  el  SNC  y  se  puede  usar  como marcador  de  daño 
neuronal  (O’Callaghan  y  Sriram  2005).  Parece  que  los  astrocitos  contrarrestan  la  actividad  de  la 
microglía, ya que pueden proteger contra la pérdida de neuronas dopaminérgicas y el estrés oxidativo 
inducido por MPTP directamente por eliminación de  los radicales libres e indirectamente mediante el 
aumento  glutationina,  que  tiene  actividad  antioxidante,  pero  también  producen  moléculas 
proinflamatorias que pueden favorecer o perpetuar los efectos neurotóxicos (Jia et al. 2009). 
Como era de esperar, la gliosis reactiva es menor en los animales D1−/− y D2−/− que presentaron 
menor toxicidad dopaminérgica, mientras que se agrava significativamente en los ratones Nrf2−/−, que 
presentan una pérdida mayor de terminales dopaminérgicos en el estriado. El Nrf2 es un  importante 
modulador  de  la  dinámica  de  microglial  y  participa  en  la  prevención  de  la  inflamación  por  un 
mecanismo que aún no ha sido dilucidado. Además,  los  ratones Nrf2−/−  tratados con metanfetamina 
expresan un mayor incremento en marcadores microgliales y proinflamatorios, en particular TNF‐α e IL
‐15, que  los ratones WT,  lo que  indica que  la  inflamación causada por  la metanfetamina es mayor en 
ausencia de Nrf2  (Fig. 4 pág. 93, fig. 5 pág. 96 y fig. 6 pág. 97). Los niveles más altos de TNFα en  los 
ratones Nrf2−/− después del tratamiento con metanfetamina, parecen ser respuesta compensatoria al 
daño, y no  la causa de  la mayor neurotoxicidad ya que el pretratamiento con TNFα exógeno bloquea 
los  efectos  neurotóxicos  de  la  metanfetamina  mientras  que  los  animales  knock‐out  para  TNFα 
muestran mayor toxicidad inducida por metanfetamina que los animales WT (Lai et al. 2009; Nakajima 
et  al.  2004).  Nuestros  resultados  demuestran  por  primera  vez  que  el  tratamiento  con  dosis  bajas 
repetidas de metanfetamina produce aumentos en  la expresión estriatal de IL‐15, particularmente en 
los  atrocitos  (Fig  6,  pág.  97).  La  IL‐15  es  una  citoquina  puede  ser  proinflamatoria  e  inducir  gliosis 
reactiva (Gomez‐Nicola et al. 2008, 2010), pero también es antiapoptótica y neurotrófica, y suprime la 
producción  de  óxido  nítrico.  La  inactivación  del  receptor D2  previno  los  incrementos  de  IL‐15  y  la 
pérdida  de  terminales  dopaminérgicos  inducidos  por metanfetamina  en  el  estriado  a  las  24h  del 
tratamiento con la droga, mientras que la falta de Nrf2 potenció la expresión de IL‐15 y la pérdida de 
terminales  dopaminérgicos  y  neuronas  estriatales.  Sin  embargo,  aún  no  está  claro  si  los  efectos 
proinflamatorios  de  IL‐15  favorecen  la  neurorregeneración  o  si  sus  efectos  proinflamatorios  y 
antidegenerativos representan dos procesos paralelos (Pan et al. 2013). 
Estos resultados, además de  los datos obtenidos con  imagen de señalización de Ca2+,  indican 
que  la respuesta primaria de  los astrocitos a  la metanfetamina es similar en  los ratones Nrf2−/− y WT 
(Fig. 3, pág. 82). Sin embargo, en ausencia de Nrf2,  la capacidad antioxidante del estriado se reduce 
(Fig. 5, pág. 96), dejando neuronas más vulnerables al aumento progresivo del estrés oxidativo y  la 
inflamación  inducido por  la metanfetamina, reflejando  la enorme relevancia del Nrf2 en  los procesos 
antioxidantes y antiinflamatorios. Estudios anteriores muestran que la toxicidad inducida por MPTP se 
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bloquea  completamente  en  ratones  transgénicos  que  sobreexpresan Nrf2  bajo  el  control  de GFAP 
(Chen  et  al.  2009). Además,  el  transplante  de  astrocitos  que  expresan Nrf2  en  el  estriado  protege 
contra otras neurotoxinas dopaminérgicas, como la 6‐OHDA (Jakel et al. 2007), indicando aún más que 
la  activación  de  Nrf2  en  los  astrocitos  es  importante  para  la  supervivencia  de  las  fibras  TH  en  el 
estriado después de una lesión dopaminérgica. 
La  falta  de  Nrf2  no  potencia  la  pérdida  de  neuronas  dopaminérgicas  en  la  SNpc  inducida  por 
metanfetamina 
  En  la  SN,  la  administración  de  metanfetamina  indujo  una  pérdida  similar  de  neuronas 
dopaminérgicas en ambos genotipos de  ratones, WT y Nrf2−/−, un día después de  su administración 
(Fig.  9,  pág.  100).  Esta  pérdida  de  células  vino  acompañada  de  un  aumento  en  la  astrogliosis  y 
microgliosis,  así  como  en  la  expresión  de  citoquinas  proinflamatorias,  que  fue  ligera  pero  no 
significativamente mayor, en ausencia de Nrf2 (Fig. 8, pág. 99). Por lo tanto, a las 24 h del tratamiento, 
la deficiencia de Nrf2 potencia  la neurotoxicidad  inducida por metanfetamina en el cuerpo estriado, 
pero  no  en  la  SN.  Es  posible  que  la metanfetamina  active  de  diferente manera  la  vía  ERA‐Nrf2  en 
estriado y en SN. De hecho, otras  toxinas dopaminérgicas  como MPTP modulan de  forma diferente 
esta  vía:  así  el MPTP  disminuye  los  niveles  de  proteína  de  Nrf2  y  NQO1  en  el  estriado,  pero  los 
aumenta en la SN (Chen et al. 2009). En consecuencia, una diferente regulación de Nrf2 por parte de la 
metanfetamina en  la SN y el estriado podría explicar  la  falta de efecto de  la ausencia de Nrf2 en  la 
neurotoxicidad en el SN en nuestro estudio.  
 
  En  resumen,  los  datos  presentados  aquí  proporcionan  la  primera  evidencia  anatómica  de  la 
degeneración  de  los  cuerpos  celulares  de  las  neuronas  dopaminérgicas  de  la  SNpc  tras  la 
administración de metanfetamina en ratones, por lo que parece claro que sus efectos neurotóxicos son 
irreversibles a pesar de que exista cierta regeneración de los terminales dopaminérgicos en el estriado. 
Queda por determinar si se produce una degeneración similar de neuronas dopaminérgicas en la SNpc 
de  los consumidores de metanfetamina humanos. Es probable que el menor contenido neuronal y el 
daño sufrido por  la exposición a  la metanfetamina de  las neuronas que en principio sobreviven en  la 
SNpc  representen  un  factor  de  vulnerabilidad  para  futuras  agresiones  neurotóxicas  (como  el 
envejecimiento, la exposición a otras neurotoxinas o la presencia de factores de riesgo genéticos para 
la enfermedad de Parkinson). Sin embargo, como ocurre con otros factores de susceptibilidad para PD, 
el aumento de  la susceptibilidad  inducido por  la metanfetamina para desarrollar esta enfermedad no 
significa  que  todos  los  usuarios  de  metanfetamina  vayan  a  presentar  PD  en  un  futuro.  La  baja 
concordancia de esta enfermedad en pacientes de  la misma  familia y  la baja penetrancia de algunas 
mutaciones descritas  como  factores de  riesgo de PD,  sugiere que es necesaria una  combinación de 
agresiones o  la interacción de varios factores predisponentes (“multiple hits hypothesis”) para acabar 
desarrollando  PD  (Sulzer  et  al.  2007). Nuestros  resultados  indican  que  el  abuso  de metanfetamina 
podría  representar  uno  de  estos  factores,  predisponiendo  a  los  consumidores  al  desarrollo  de  PD. 
También  queda  demostrado  que  los  receptores  D1  y  D2  están  específicamente  implicados  en  los 
efectos  neurotóxicos  de  la  metanfetamina,  identificándolos  como  un  importante  objetivo  para 
intervenciones  terapéuticas  relacionadas  con  la  neurotoxicidad  inducida  por  metanfetamina.  La 
neuroprotección contra  los efectos de esta droga observados en ausencia del receptor D1 se debe al 
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menor contenido estriatal de dopamina y a  la mayor acumulación vesicular de dopamina que se dan 
cuando el receptor D1 está inactivado. En el caso de la ausencia del receptor D2, la protección contra la 
neurotoxicidad  de  la  metanfetamina  podría  depender,  al  menos  en  parte,  de  la  inhibición  de  la 
hipertermia inducida por metanfetamina, de la disminución de  la actividad del DAT, y de los menores 
niveles  de  dopamina  citosólicos  y  vesiculares.  Por  último,  nuestros  datos  apoyan  firmemente  la 
hipótesis de que la metanfetamina produce neurotoxicidad dopaminérgica a través de un proceso que 
implica estrés oxidativo e inflamación y muestran que Nrf2 desempeña un importante papel al activar 
la defensa contra la neurotoxicidad sobre los terminales dopaminérgicos mediante la modulación de la 
inflamación y del estrés oxidativo inducidos por metanfetamina.  
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Foto de la página anterior: Sección de SN de ratón en la que se ha hecho una tinción inmunofluorescente para las 
neuronas dopaminérgicas (TH, rojo), para la microglía reactiva (Iba-1, verde) y se han teñido los núcleos celulares 
con DAPI (azul).  
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De los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral se pueden extraer las siguientes 
conclusiones: 
 
1.    La metanfetamina induce una degeneración permanente de neuronas dopaminérgicas en 
  la  SNpc.  El  número  de  neuronas  dopaminérgicas  en  esta  área  permanece  reducido  pasado 
  incluso un mes desde la administración de la droga. 
2.    La  muerte  de  estas  neuronas  tras  la  administración  de  metanfetamina  se  produce 
  mediante necrosis y apoptosis. 
3.    La  administración  repetida  de  varias  dosis  bajas  produce más  neurotoxicidad  sobre  los 
  terminales dopaminérgicos que una única dosis alta, aunque ambas producen un daño similar en 
  la SN. 
4.    La  degeneración  de  los  terminales  dopaminérgicos  en  el  estriado  inducida  por  la 
  metanfetamina  viene  seguida  de  una  reinervación  progresiva,  pero  parcial,  del  estriado,  ya 
  que  los  déficits  en  la  cantidad  de  terminales  persisten  incluso  un  mes  después  de  la 
  administración de la droga 
5.    La  administración  de  metanfetamina  produce  déficits  transitorios  en  la  actividad  y 
  coordinación  motora  de  los  animales,  coincidiendo  con  la  degeneración  de  las  terminales 
  dopaminérgicas  en  el  estriado.  Estos  déficits  desaparecen  con  la  recuperación  parcial  de 
  dichas fibras. 
6.    La  metanfetamina  también  produce  la  muerte  de  un  bajo  porcentaje  (<0.17%)  de 
  neuronas  estriatales.  Las  interneuronas  parecen  ser  más  vulnerables  que  las  neuronas  de 
  proyección de las vías directa e indirecta, que degeneran por igual. 
7.    La administración de metanfetamina provoca un aumento de reactividad glial en estriado 
  y SN, que sigue un patrón espacio temporal similar al de la neurotoxicidad. 
8.    El  receptor  dopaminérgico  D1  está  implicado  en  la  neurotoxicidad  que  produce  la 
  metanfetamina.  La  inactivación  del  receptor D1  previene,  en  parte,  este  daño  debido  a  que 
  atenúa  la  respuesta  hipertérmica,  disminuye  los  niveles  totales  de  dopamina  y  produce  un 
  cambio en la distribución de dopamina intracelular, aumentando  la vesicular y disminuyendo la 
  citosólica. 
9.    El  receptor  dopaminérgico  D2  está  implicado  en  la  neurotoxicidad  que  produce  la 
  metanfetamina. La inactivación del receptor D2 previene este daño en parte por la inhibición de 
  hipertermia, pero también porque su falta disminuye la actividad del DAT y por tanto disminuye 
  la recaptación de dopamina, produciendo menores niveles de dopamina intracitosólicos.  
10.    El  factor de  transcripción Nrf2 está  implicado en  la protección  frente al estrés oxidativo 
  que  produce  la metanfetamina.  La  falta  de  Nrf2  potencia  la  neurotoxicidad  en  el  estriado, 
  aunque  no  en  la  SN.  Esta  potenciación  de  daño  estriatal  se  debe  a  una  falta  de  respuesta 
  antioxidante al no activarse las enzimas de fase 2. 
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Foto de la página anterior: Sección de estriado de  un ratón transgénico BAC D1-Tmt/D2-GFP tratado con metan-
fetamina (1x30) en la que se ha hecho una tinción inmunofluorescente para TH ( rojo) y para las neuronas de pro-
yección de la vía indirecta (D2-GFP, verde) y se han teñido los núcleos celulares con DAPI (azul). Obsérvese en 
amarillo una neurona de proyección de la vía indirecta que expresa TH tras el tratamiento con metanfetamina.  
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